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1 Einleitung 
1.1 Rheumatoide Arthritis 
 
Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch verlaufende entzündliche 
Systemerkrankung, die sich in einer progressiven Gelenkzerstörung, die das 
Synovialgewebe, den Knorpel und den gelenknahen Knochen betrifft, äußert (100). In der 
Regel sind mindestens drei Gelenkregionen, vorzugsweise die Hand-, Fingergrund- und 
Fingermittelgelenke befallen. Es können aber auch andere Gelenke wie Zehen-, Fuß-, 
Ellenbogen-, Schulter-, Knie- und Hüftgelenke oder sogar die Halswirbelsäule betroffen 
sein. Typisch ist ein symmetrisches Befallsmuster. Die Inflammationsvorgänge 
verursachen eine Schwellung und Schmerzhaftigkeit (Synovitis) der betroffenen Gelenke 
und führen im späteren Stadium zu Gelenkdeformationen und Ankylosierung. Im 
Langzeitverlauf kommt es neben den durch die Gelenkdestruktion verursachten 
Funktionseinschränkungen, oftmals zu einer Begleitvaskulitis mit kutanem, kardialem, 
pulmonalem, renalem und intestinalem Befall (172). Das Hauptmanifestationsalter der RA 
liegt zwischen 30 und 50 Jahren. Nach ca. 20 Jahren führt die RA zu einer körperlichen 
Behinderung und zu einer erhöhten Mortalitätsrate (205). Die RA gehört mit einer 
Prävalenz von 0,5-1% zu den häufigsten Autoimmunkrankheiten, wobei Frauen doppelt so 
häufig betroffen sind wie Männer (113;128;139;159). 
RA ist eine komplexe multifaktorielle Autoimmunkrankheit, deren genaue Ursache 
unbekannt ist. Verschiedene Gene, deren Proteine eine entscheidende Rolle bei 
immunologischen und inflammatorischen Prozessen spielen, wurden als 
Suszeptibilitätsgene für die RA beschrieben. Bereits in den 1970er Jahren wurden HLA 
Klasse II Alloantigene mit der Suszeptibilität und dem Schweregrad der RA assoziiert 
(167). In späteren Studien wurde die HLA-Assoziation auf solche Allele eingegrenzt, die 
das so genannte shared epitop, eine bestimmte Aminosäuresequenz auf der DR-β Kette der 
HLA Klasse II Moleküls enthalten (86;196). Heute kennt man eine ganze Reihe an HLA-
DR Allelen, wie DR1 (DRA*0101 und DRB1*0101), DR4 (DRA*0101, DRB1*0401, 
DRB1*0404, DRB1*0405 und DRB1*0408) und DR10 (DRA*0101 und DRB1*1001), 
die alle mit einem erhöhten Risiko für RA in Verbindung gebracht werden (2). Weitere 
kürzlich beschriebene Gene, die mit der RA assoziiert werden, sind z.B. PTPN22 (14;213), 
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MHC2TA (238), PADI4 (13;235), TRAF1/C5 (136;188), STAT4 (193;213), 
OLIG3/TNFAIP3 (187;213;242). 
Für den Ausbruch der RA werden jedoch nicht nur genetische Faktoren, die ca. 30-50% 
des Risikos an RA zu erkranken ausmachen (153), sondern auch umweltbedingte Faktoren 
verantwortlich gemacht. So wurde lange vermutet, dass mikrobielle Stimuli (z.B. 
Mycobacterium tubercullosis, Escherichia coli, Proteus mirabilis und Mycoplasmen) zur 
Induktion der RA beitragen können. Diese Vermutungen konnten bisher allerdings nicht 
verifiziert werden (35). Auch Viren wie das Parvovirus B19, das Zytomegalievirus, und im 
Besonderen das Epstein-Barr-Virus (243) und Retroviren (121) werden als Trigger der RA 
in Betracht gezogen (142). Die genauen Mechanismen, durch welche virale Infektionen zur 
Arthritismanifestation beitragen, sind kaum verstanden. Neben den bereits genannten 
Umweltfaktoren werden Rauchen (1) und Adipositas (239) ebenfalls als Risikofaktoren für 
die RA beschrieben und auch der Einfluss von Stress auf die Pathogenese der RA (siehe 
Kapitel 1.3.2) wurde zahlreich dokumentiert (223). 
Eine weitere Hypothese zur Initiierung der pathophysiologischen Vorgänge bei der RA ist 
die Autoimmunhypothese. Es wurden viele mögliche Autoantigene beschrieben, die als 
Auslösefaktoren der RA in Frage kommen, darunter Immunglobulin G (IgG), citrullinierte 
Peptide, Filaggrin, Kollagen Typ II (CII) (25). Aber die Mechanismen, die zur 
Entwicklung der Autoreaktivität führen, sind bisher unbekannt. Das am besten untersuchte 
Autoantigen bei der RA ist das IgG. Autoantikörper verschiedener Subklassen, die gegen 
Epitope des Fc-Fragments verschiedener IgG gerichtet sind, werden häufig im Blutserum 
von RA-Patienten nachgewiesen. Diese Autoantikörper werden Rheumafaktoren genannt 
und dienen als diagnostische Parameter bei RA. Der Rheumafaktor ist Bestandteil der 
revidierten Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology für die RA (5). 
Darüber hinaus spielt heute der Nachweis von Antikörpern gegen citrullinierte Antigene in 
der Diagnostik für die Früherkennung der RA eine wichtige Rolle (79). Autoantikörper 
können z.T. Jahre vor Beginn der symptomatischen Phase der RA nachgewiesen werden 
(190). 
Bezüglich der auslösenden Faktoren bei der RA gibt es gegenwärtig keine einheitliche 
Theorie. Es ist aber wahrscheinlich, dass die RA durch ein multifaktoriell auslösendes 
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Geschehen induziert wird, wobei genetische Faktoren, Umweltfaktoren und 
Autoreaktivitäten eine Rolle spielen (25). 
Der symptomatischen Krankheitsphase geht eine Antigen-abhängige asymptomatische 
Phase voraus, in der zwar wie bereits erwähnt, Autoantikörper nachgewiesen werden 
können, es aber nicht zum Ausbruch der RA kommt (Phase der Toleranz). Bei der initialen 
hochakuten lokalen und systemischen Entzündungsreaktion, die den Beginn der 
symptomatischen Krankheitsphase kennzeichnet, spielen das angeborene und adaptive 
Immunsystem eine wichtige Rolle. So beobachtet man eine Aktivierung von Makrophagen 
und Fibroblasten, eine Komplementaktivierung und die Produktion zahlreicher Zytokine 
wie Tumornekrosefaktor (TNF), Interferon-γ (INF-γ), Interleukin-1β (IL-1β) und 
Interleukin-6 (IL-6). Zusätzlich sind T-Zellen (115), B-Zellen (249) und Antigen-
präsentierende Zellen (APC) (115), die miteinander interagieren, stark in das 
Entzündungsgeschehen involviert, und es kommt zur Bildung von autoaggressiven 
Antikörpern. Im chronischen Prozess der Entzündung wird das Synovium in ein gegenüber 
dem Knorpel und Knochen aggressiv wachsendes Gewebe (Pannusgewebe) umgewandelt. 
An dieser verstärkten Matrixbildung sind die ortständigen (v.a. Fibroblasten) und 
eingewanderten Zellen (besonders CD4+-T-Helferzellen, B-Zellen, Makrophagen) 
gleichermaßen beteiligt (172). Die in den Knorpel und Knochen einwachsende 
Deckzellschicht (lining layer) ist nahezu frei von Lymphozyten und besteht im 
Wesentlichen aus Fibroblasten. Die aggressive Invasion der aktivierten synovialen 
Fibroblasten in den Knorpel wird auf eine gestörte Balance zwischen Apoptose und 
Proliferation zurückgeführt (81;172). Aufgrund ihrer Synthese von 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und Kathepsinen führen die synovialen Fibroblasten 
zusammen mit den durch das RANK/RANK-Ligand-System aktivierten 
knochenabbauenden Osteoklasten zu einer zunehmenden Zerstörung von Knorpel und 
Knochen und somit zur Gelenkdestruktion (173;254). 
Während der ausgeprägten lokalen Entzündungsreaktion gelangen große Mengen 
immunkompetenter Zellen und proinflammatorischer Immunmediatoren (z.B. Zytokine) in 
die Peripherie. Dadurch wird eine systemische Reaktion mit der Aktivierung der beiden 
antinflammatorischen Achsen, der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHN-
Achse) und der Hypothalamus-autonomes Nervensystem-Achse (HANS-Achse), auf die 
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im Kapitel 1.2 näher eingegangen wird, induziert (100) (Abb. 1.1). Auch diese 
Veränderungen sind für die Pathogenese der RA von großer Bedeutung, da die Effektoren 
der endokrinen (u.a. Glucocorticoide) und der neuronalen Systeme (u.a. Noradrenalin, 
Substanz P) über systemische Rückkopplungskreise zu einer Modulation des lokalen 
synovialen Entzündungsgeschehens führen (224). 
Trotz umfangreicher Forschungsarbeit auf diesem Gebiet ist das Wissen über die Ätiologie 
und Pathogenese der RA, sicherlich auch aufgrund der Komplexität der Erkrankung, bisher 
lückenhaft. Um die Pathophysiologie der RA zu verstehen, ist es notwendig alle beteiligten 
Systeme (Immunsystem, endokrines System, peripheres und zentrales Nervensystem) und 
deren Interaktionen zu berücksichtigen. Viele Untersuchungen, die die Interaktionen 
verschiedener Systeme einschließen, sind im menschlichen Modell nicht realisierbar, da sie 
beispielsweise auf molekulare Faktoren, neuroanatomische Pfade und experimentelle 
Therapien fokussieren. So wurden Tiermodelle der Arthritis entwickelt, die ein exzellentes 
Instrument darstellen, um neue Erkenntnisse hinsichtlich der Ätiologie und Pathogenese 
der Arthritis zu gewinnen und neue Therapieansätze zu finden bzw. neue Therapien zu 
erproben. Auch dieser Arbeit liegen tierexperimentelle Untersuchungen zugrunde. Das hier 
verwendete Tiermodell der CII induzierten Arthritis wird im Folgenden beschrieben. 
 
1.1.1 Tiermodell der Kollagen Typ II - induzierten Arthritis 
 
In der Literatur sind zahlreiche Tiermodelle der Arthritis, die Ähnlichkeiten mit der 
humanen RA aufweisen, beschrieben (16;104). Dazu gehören die Spontanarthritiden in 
transgenen Tieren (z.B. das K/BxN Mausmodell (133;137), das TNF transgene 
Mausmodell (126;147) und das HLA-B27 transgene Rattenmodell (240) und die 
immunologisch induzierten Arthritiden. Zu letzteren zählen die Streptokokkenzellwand 
induzierte Arthritis (44;54), die Adjuvans Arthritis (82;183), die Antigen induzierte 
Arthritis (16;28) und die CII induzierte Arthritis (29;110;244;252). Die drei am häufigsten 
verwendeten Arthritismodelle sind jedoch die Adjuvans Arthritis (AA) bei Ratten und die 
CII induzierte Arthritis (CIA) bei Ratten und Mäusen (104). Das erste Modell der RA, das 
beschrieben worden ist, war die AA (183), die klassischerweise durch intradermale 
Injektion von komplettem Freund-Adjuvans (CFA) in die Schwanzbasis von Lewis Ratten 
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induziert wird. Nach Immunisierung entwickelt sich schnell eine schwere Polyarthritis, die 
durch eine starke Inflammation der betroffenen Gelenke, Knochenabbau und periostale 
Knochenproliferation gekennzeichnet und T-Zell-abhängig ist, aber selten länger als einen 
Monat andauert (32). Die AA ist eine aggressive, monophasische und selbst-remittierende 
Form der Arthritis und hat gegenüber der CIA den Nachteil, dass die Zeitperiode, in der 
die Arthritis moduliert werden kann bzw. in der Proben genommen werden können, 
äußerst begrenzt ist. Des Weiteren sind bei der AA auch andere Organsysteme wie z.B. der 
Gastrointestinaltrakt, der Urogenitaltrankt und die Haut betroffen (118) und 
Knorpelschäden sind weniger prominent als bei der CIA oder der RA. 
Die CIA wurde erstmals 1977 von Trentham beschrieben und ist heute das gebräuchlichste 
Tiermodell zur Untersuchung der Pathogenese der RA, da sie viele Charakteristika mit der 
humanen RA teilt. So ist die CIA ähnlich wie die RA durch eine progressive Synovitis mit 
Infiltration inflammatorischer Zellen, Pannusformation, Knorpeldegradation, 
Knochenerosion, Fibrose bis hin zur Ankylosierung und durch einen Verlust der 
Gelenkfunktion charakterisiert (104;175;263). Wie die RA ist die CIA primär eine 
Autoimmunkrankheit der artikulären Gelenke und die Suszeptibilität wird mit spezifischen 
MHC (Major Histocompatibility Complex) Klasse II Genen assoziiert (86;264). 
Interessanterweise sind weibliche Ratten analog zum Menschen suszeptibler als männliche 
Tiere (104). Das Gegenteil ist bei Mäusen der Fall, so dass man davon ausgehen kann, dass 
hormonelle Faktoren und Umweltfaktoren (u.a. Stress, Verhaltenseffekte), wie bei der RA 
auch, eine Rolle bei der Pathogenese der CIA spielen (110;261). 
Bei Ratten erfolgt die Induktion der Arthritis durch einmalige intradermale Injektion von 
CII in inkomplettem Freund-Adjuvans (IFA) in die Schwanzwurzel. Bei Mäusen hingegen 
wird die Arthritis typischerweise durch eine erste intradermale Injektion von CII in CFA in 
die Schwanzwurzel und eine zweite Folgeinjektion ca. 3 Wochen später von CII in IFA 
induziert. Im Gegensatz zur AA, die nahezu ausschließlich durch T-Zellen vermittelt wird, 
spielen bei der Pathogenese der CIA autoreaktive T- und B-Zellen eine zentrale Rolle 
(175). So ruft die Immunisierung mit CII sowohl eine humorale als auch eine zelluläre 
Immunantwort hervor, die gegen den Gelenkknorpel gerichtet ist, auf dem die Antigene 
hauptsächlich lokalisiert sind.  
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In der Initialphase werden durch Antigen-präsentierende Zellen (APC) T-Zellen aktiviert, 
deren Funktion es ist, B-Zell-Hilfe zu leisten und andere für die Gelenkentzündung 
wichtige Zellen wie z.B. synoviale Makrophagen zu aktivieren (110). Die Bedeutung der 
T-Zellen für die Inflammationsvorgänge bei der CIA zeigt sich darin, dass ein T-Zellen-
Transfer in Empfängertieren zwar keine klinische Arthritis jedoch eine Synovitis induziert 
(111). Die Hauptaufgabe der B-Zellen besteht in der Produktion arthritogener Antikörper 
gegen CII, die an Knorpel binden und eine Arthritis induzieren (241). Die 
Autoantikörperantwort auf CII wird dominiert durch IgG2a und IgG2b, denen auch die 
Komplentaktivierung (besonders C5a), die für die Entwicklung der CIA ebenfalls 
erforderlich ist, zugeschrieben wird (256). Eine Rolle der B-Zellen und des 
Komplementsystems in die Induktionsvorgänge der CIA konnte dadurch bewiesen werden, 
dass sowohl B-Zellen-defiziente (236) als auch C5-defiziente Mäuse (256) resistent 
gegenüber einer CIA sind. Die Aktivierung der Komplementkaskade führt zu einer 
Zerstörung der Knorpelstrukturen und gleichzeitig zur Anlockung weiterer Immunzellen. 
Die ersten infiltrierenden Zellen sind neutrophile Granulozyten (202), die im weiteren 
Verlauf durch Makrophagen und Lymphozyten abgelöst werden. 
Im weiteren chronischen Verlauf der CIA kommt es zur Proliferation der Synoviozyten 
und Fibroblasten und damit zur Ausbildung eines Pannusgewebes. Außerdem werden von 
Lymphozyten, Makrophagen und synovialen Fibroblasten proinflammatorische Zytokine 
(TNF, IL-1β) und proteolytische Enzyme freigesetzt, die zur Chronifizierung der CIA 
beitragen (88). In der chronischen Phase kommt es zu einer zunehmenden Zerstörung von 
Knorpel und Knochen und somit zur Gelenkdestruktion. Die Pathogenese der CIA weist 
viele Gemeinsamkeiten mit der RA auf. Aus diesem Grund ist die CIA ein äußerst 
geeignetes Tiermodell, um den der RA zugrunde liegenden Krankheitsprozess zu 
untersuchen. Obwohl ursprünglich bei der Ratte etabliert, ist das Mausmodell der CIA 
heute das gebräuchlichere Modell (29;110). Jedoch hat der Einsatz von Ratten den Vorteil, 
dass mehr Gewebe für die zahlreichen Untersuchungen zur Verfügung steht. 
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1.2 Neuroendokrine Veränderungen bei rheumatoider 
Arthritis 
 
Wie in Kapitel 1.1 erwähnt, kommt es im Zuge der lokalen Gelenkentzündung bei RA 
auch zu systemischen Veränderungen. Durch Zytokine und aktivierte Immunzellen, die in 
großer Zahl in der Peripherie zirkulieren, werden die HHN-Achse und die HANS-Achse 
aktiviert, deren Effektoren über Rückkopplungskreise zu einer Modulation des synovialen 
Entzündungsgeschehens führen (100;224), (Abb. 1.1). Normalerweise versucht das 
zentrale Nervensystem (ZNS) eine periphere Entzündung mittels dieser beiden 
antiinflammatorischen Achsen zu inhibieren. Bei RA sind diese Achsen jedoch verändert. 
Man beobachtet einen Funktionsverlust der HHN-Achse (221;228) und einen erhöhten 
Sympathikotonus (135;185) bei gleichzeitigem Verlust sympathischer Nervenfasern im 
Synovium (169;257). Das endokrine System und das periphere Nervensystem sind also 
direkt in die Pathophysiologie der RA involviert (221). Deshalb werden sowohl die 
Grundlagen als auch die der RA zugrunde liegenden pathologischen Veränderungen dieser 
Systeme in den folgenden beiden Kapiteln diskutiert. 
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Abb. 1.1: Entzündungshemmende Regelkreise während einer systemischen Entzündung. Peripher 
freigesetzte Zytokine stimulieren das ZNS über die Blutzirkulation oder über Rezeptoren auf sensiblen 
Nervenfasern. Das ZNS reagiert mit der Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse 
(links) und der neuronalen Hypothalamus-Automes-Nervensystem-Achse (rechts). Durch die 
antiinflammatorischen Effektoren beider Systeme (Cortisol, Noradrenalin) wird die periphere Entzündung 
gehemmt. ACTH, adrenocorticotropes Hormon; CRH, Corticotropin-Releasing-Hormon; NA, Noradrenalin; 
SP, Substanz P; Z, aktivierte Immunzelle. (modifiziert, aus (220)) 
 
1.2.1 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse unter besonderer 
Berücksichtigung der Nebenniere 
 
Während einer peripheren Immunreaktion wird dem ZNS über Immunmediatoren, 
aktivierte Immunzellen und afferente sensible Nervenfasern eine starke 
proinflammatorische Situation gemeldet, auf die das ZNS u.a. mit der Aktivierung der 
HHN-Achse reagiert (221) (Abb. 1.1). Welche Effekte periphere Zytokine und 
immunkompetente Zellen auf das ZNS haben und wie sie zur Aktivierung der HHN-Achse 
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beitragen, wird im Kapitel 1.4 näher erläutert. Das oberste Steuerungszentrum der HHN-
Achse ist der Hypothalamus (Abb. 1.3). Werden die parvozellulären Neuronen des Nucleus 
paraventricularis (PVN) des Hypothalamus beispielsweise durch inflammatorische Stimuli 
oder Stressexposion aktiviert, führt das zur Freisetzung von corticotropin-releasing 
hormone (CRH), das über PVN-Axone zur Eminentia mediana und von dort über das 
hypothalamisch-hypophysäre Pfortadersystem in die Adenohypophyse transportiert wird. 
CRH stimuliert sekretorische Zellen der Adenohypophyse zur Produktion des 
Adrenocorticotropin (ACTH), das dann in den Blutkreislauf freigesetzt wird und die 
Nebennierenrinde zur Sekretion von Cortisol (Mensch) bzw. Corticosteron (Maus/Ratte) 
anregt (204;259). 
Die Nebenniere besteht aus dem Nebennierenmark (Medulla), deren chromaffine Zellen 
Adrenalin und Noradrenalin produzieren und der Nebennierenrinde (Cortex), in der 
verschiedene Steroidhormone produziert werden. Dazu gehören Mineralocorticoide in der 
äußeren Zona glomerulosa, Glucocorticoide in der mittleren Zona fasciculata und 
Androgene in der inneren an das Mark angrenzenden Zona reticularis. 
Die nach ACTH-Stimulation von den Zellen der Zona fasciculata freigesetzten, 
zirkulierenden Glucocorticoide beeinflussen die Energiebereitstellung, den Herz- und 
Gefäßtonus und inhibieren viele Funktionen sowohl des angeborenen als auch des 
adaptiven Immunsystems, sind also antiinflammatorisch und immunsuppressiv (92;259). 
Die entzündungshemmende Wirkung von Glucocorticoiden wird u.a. durch eine Hemmung 
der Produktion von Zytokinen und anderen Mediatoren, eine Unterdrückung der 
Aktivierung Antigen-spezifischer T-Lymphozyten, eine Hemmung der Reifung von 
Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs), eine Induktion der Apoptose u.a. bei T-
Zellen und Makrophagen, eine verminderte Phagozytose, einen reduzierten oxidativen 
Burst in Phagozyten, eine Hemmung der Lipoxygenase und Cyclooxygenase 2 vermittelt 
(92;174;210). Zusätzlich begünstigen Glucocorticoide eine Th2-gewichtete Immunantwort 
gegenüber einer Th1-Antwort (92). 
Um eine adäquate Stress-Antwort zu erzielen, ist eine kontrollierte Gegenregulation durch 
Rückkopplungsmechanismen auf verschiedenen Ebenen der HHN-Achse notwendig. So 
wirkt ACTH hemmend auf die Sekretion von CRH (kurze Rückkopplung) und hemmt 
gleichzeitig die eigene Freisetzung (ultrakurze Rückkopplung) (89). Eine weitere 
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Rückkopplung erfolgt durch zirkulierende Glucocorticoide, die die Sekretion 
hypothalamischer und adenohypophysärer Hormone negativ beeinflussen (259). Diese so 
genannte lange Rückkopplung wird durch zwei verschiedene Steroid-Rezeptortypen, die 
Glucocorticoidrezeptoren (GRs) und die Mineralocorticoidrezeptoren (MRs) vermittelt 
(259), die beide hauptsächlich im Hippocampus vorkommen (52). Es konnte gezeigt 
werden, dass eine Zerstörung des Hippocampus zu einer erhöhten Glucocorticoidsekretion 
und CRH mRNA Expression im PVN führt (107), während es bei einer Stimulation des 
Hippocampus zu einer verminderten Aktivität der HHN-Achse kommt (114). Diese 
Regulierung der HHN-Achse erfolgt indirekt über die Stimulation inhibitorischer 
GABAerger Neuronen in der Stria terminalis, die zu den parvozellulären Neuronen des 
PVN projizieren (106). Eine weitere negative Rückkopplungs-Regulation der HHN-Achse 
durch Glucocorticoide wird über GRs, die auch auf neurosekretorischen Zellen im PVN 
und auf corticotrophen Zellen der Hypophyse exprimiert werden, vermittelt (49;52;259). 
Ferner sind einige andere weniger gut untersuchte Regulationsmechanismen der HHN-
Achse in der Literatur beschrieben (106). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die bidirektionale Interaktion zwischen dem 
Immunsystem und der HHN-Achse notwendig ist, um eine unangemessen hohe 
Aktivierung von Immunzellen und eine Überproduktion von proinflammatorischen 
Zytokinen zu verhindern (20). 
Während der akuten Krankheitsphase der RA (in den ersten Wochen) bewirken 
proinflammatorische Zytokine wie IL-6 (162), IL-1 (20), IL-2 (150) und TNF (168) eine 
Aktivierung der HHN-Achse, die sich in einer gesteigerten Freisetzung von ACTH und 
daraus resultierend einer Zunahme der Sekretion von Cortisol, Dehydroepiandrosteron 
(DHEA) und Androstendion aus den Zellen der Nebennierenrinde äußert (33). In dieser 
frühen Phase der RA kann die Nebenniere mit einer adäquaten Hormonantwort reagieren. 
Im Verlauf des chronischen Krankheitsprozesses bei RA kommt es jedoch zu einem 
Funktionsverlust der HHN-Achse, der durch eine inadäquate Produktion von ACTH, 
Glucocorticoiden und Androgenen in Relation zum Entzündungsausmaß gekennzeichnet 
ist (43;161;221;228). Es konnte gezeigt werden, dass eine kontinuierliche Stimulation der 
HHN-Achse mit IL-6 eine abgeschwächte ACTH-Antwort zur Folge hat, was auf eine 
Resistenz der HHN-Achsen-Aktivität bei dauerhaft erhöhten Zytokin-Spiegeln hindeutet 
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(95;162). Des Weiteren wurde beschrieben, dass es bei einer chronischen Aktivierung des 
Immunsystems und demzufolge dauerhaft erhöhten Zytokin-Spiegeln zu einer 
Verminderung der CRH-Synthese und einem Anstieg des Arginin-Vasopressin (AVP) 
kommt (97;237). AVP ist auch ein Bestandteil der HHN-Achse und in der Lage sowohl die 
hypophysäre Sekretion von ACTH zu stimulieren als auch die Wirkung von CRH zu 
potenzieren (181). Andere, klinische Studien mit CRH wurden durchgeführt, um die 
Funktion der Hypophyse hinsichtlich der ACTH-Sekretion bei RA zu überprüfen. Diese 
führten aber zu sehr unterschiedlichen Ergebnissen (Übersicht in: (95)), so dass bisher 
nicht sicher geklärt werden konnte, ob tatsächlich signifikante Veränderungen hinsichtlich 
der Hormonproduktion auf dem Niveau des Hypothalamus und der Hypophyse bei RA 
vorliegen und inwieweit diese zum Funktionsverlust der HHN-Achse beitragen (95). 
Kein Zweifel besteht jedoch bezüglich der relativen Insuffizienz der Nebenniere in 
Beziehung zur Entzündung bei RA (47;91;122;232;251). Verschiedene unabhängige 
Gruppen haben beschrieben, dass es bei RA-Patienten zu einer zunehmenden Verarmung 
adrenaler Androgene wie DHEA, Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) und 
Androstendion kommt (46;161;197). Der gemeinsame Vorläufer der Steroidhormone ist 
Cholesterin, das mittels P450scc zu Pregnenolon und weiter durch die 3β-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase (3β-HSD) zu Progesteron umgewandelt wird (Abb. 1.2). Über einen 
Doppelenzymschritt der P450c17 werden dann Pregnenolon zu DHEA und Progesteron zu 
Androstendion konvertiert. Die Synthese dieser Androgene findet in den Zellen der Zona 
reticularis der Nebennierenrinde statt. Aus DHEAS werden in der Peripherie 
antientzündliche Androgene und Östrogene aber auch proentzündliche Hormone produziert 
(232). 
Durch die Verarmung an Androgenen bei RA kommt es im entzündeten Gewebe insgesamt 
zu einer Erhöhung der proentzündlichen und Abnahme der antientzündlichen Hormone 
(36). TNF scheint bei der inadäquaten Androgenproduktion bei RA eine entscheidende 
Rolle zu spielen, da es die Enzyme P450scc und P450c17 hemmt (112;265) (Abb. 1.2). 
Außerdem wurde gezeigt, dass eine TNF-Neutralisierung zu einem Anstieg der 
Androstendion-Spiegel führt (229;230). 
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Abb. 1.2: Der Einfluss von Tumornekrosefaktor (TNF) auf verschiedene Enzymschritte der adrenalen 
Steroidogenese. ACTH, adrenocorticotropes Hormon; StAR, steroidogenic acute regulatory protein; 3β-
HSD, 3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase; 11β-HSD I und II, 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ I und 
Typ II; DHEA, Dehydroepiandrosteron; DHEAS, Dehydroepiandrosteronsulfat; DST, DHEA-
Sulfotransferase; ST, DHEA-Sulfatase; P450scc, side chain cleavage enzyme; P450c17, 17α-Hydroxylase 
und 17/20-Lyase; P450c21, 21α-Hydroxylase; P450c11, 11β-Hydroxylase. (modifiziert, aus (229)) 
 
Neben der absolut erniedrigten adrenalen Androgenproduktion kann man bei RA auch eine 
unverhältnismäßig niedrige Cortisolproduktion in Relation zum Entzündungsausmaß 
beobachten (43;47;91;122;228;232;251). Eine Erklärung für die inadäquate 
Cortisolproduktion könnte auch in diesem Fall der inhibitorische Einfluss von TNF auf 
diverse Enzyme sein (Abb. 1.2). So ist TNF in der Lage die Expression des steroidogenic 
acute regulatory protein (StAR) und die ACTH-stimulierte Expression der Enzyme 
P450scc, P450c21 und P450c11 zu hemmen (112). Die Cortisolproduktion findet 
hauptsächlich in den Zellen der Zona fasciculata der Nebennierenrinde statt. Dabei 
vermittelt StAR den Transport des Cholesterins zur inneren Mitochondrienmembran und 
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P450scc die Konversion von Cholesterin zu Pregnenolon. P450c21 und P450c11 
vermitteln die letzten zwei enzymatischen Schritte der Cortisolsynthese, nämlich die 
Umwandlung von 17-α-Hydroxy-Progesteron zu 11-Deoxy-Cortisol bzw. die Konversion 
von 11-Deoxy-Cortisol zu Cortisol. Der negative Einfluss von TNF auf die 
Cortisolproduktion zeigt sich auch darin, dass eine TNF-Neutralisierung bei RA-Patienten 
zu einem Anstieg der Cortisol-Spiegel und insgesamt zu einer Verbesserung der HHN-
Achse in Relation zur proinflammatorischen Situation führt (229;230). 
Des Weiteren gibt es Untersuchungen, die zeigen, dass RA mit einem verstärkten Abbau 
von Cortisol ins inaktive Cortison, der durch die 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 
II (11β-HSD II) vermittelt wird (Abb. 1.2), assoziiert ist, was im peripheren Gewebe 
ebenfalls zu einer geringeren Konzentration des antiinflammatorischen Cortisol führt 
(199;258). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Gründe für den Funktionsverlust der 
HHN-Achse bei RA kaum verstanden sind und es weiterer Untersuchungen bedarf, um die 
Mechanismen, die für die pathologischen Veränderungen der HHN-Achse verantwortlich 
sind, aufzuklären. 
 
1.2.2 Sympathisches Nervensystem 
 
Das ZNS reagiert auf inflammatorische Stimuli nicht nur mit der Aktivierung der HHN-
Achse, sondern auch mit der Aktivierung der HANS-Achse (Abb. 1.1), deren Effektoren 
(u.a. Noradrenalin, Adrenalin, Adenosin) ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der 
Immunregulation spielen (41;73). Besonderes Augenmerk soll in dieser Arbeit auf das 
sympathische Nervensystem (SNS) gelegt werden, das neben dem parasympathischen 
Nervensystem (PNS) der zweite Bestandteil des autonomen Nervensystems ist. SNS und 
PNS wirken antagonistisch und innervieren hauptsächlich Drüsen, Blut- und 
Lymphgefäße, glatte Muskulatur, aber auch andere Strukturen wie Knochenmark, 
Lymphknoten, Fett und Bindegewebe (178). Das autonome Nervensystem verfügt sowohl 
über ein System von Neuronen in Gehirn und Rückenmark als auch über ein solches in der 
Peripherie. Das bedeutet, dass zentrale Impulse nicht direkt ins Erfolgsorgan gelangen, 
EINLEITUNG 
 14 
sondern in peripheren Ganglien eine synaptische Umschaltung erfahren, ehe sie im 
Zielorgan wirksam werden. 
Die präganglionären Fasern des Sympathikus entspringen dem thorakolumbalen 
Rückenmark, das sie über die Vorderwurzeln verlassen, um zu den Ganglien des Truncus 
sympathicus (Grenzstrang) zu ziehen, wo ein Teil der präganglionären Fasern auf 
postganglionäre Neurone umgeschaltet wird. Im Gegensatz zum Parasympathikus liegen 
diese Ganglien organfern. Ein anderer Teil der Fasern zieht weiter zu prävertebralen 
Ganglien vor der Aorta oder zu Beckenganglien, wo dann die Umschaltung auf 
postganglionäre Neurone erfolgt. Der Transmitter der präganglionären Neuronen ist 
Acetylcholin (ACh), während die Übertragung sympathischer Impulse auf das 
Erfolgsorgan meistens durch Noradenalin und seltener durch Adrenalin vermittelt wird 
(178;247). Außerdem besitzt das SNS einen humoralen Anteil, zu dem die Zellen des 
Nebennierenmarks, die umgebildeten postganglionären Neuronen entsprechen, gehören. 
Sie produzieren v.a. Adrenalin und seltener Noradrenalin, die ins Blut abgegeben werden 
und auf den gesamten Körper wirken (247). 
Die präganglionären Fasern des Parasympathikus entspringen dem kranialen und sakralen 
Teil des Rückenmarks und ziehen weiter zu Ganglien in der Nähe der Erfolgsorgane, wo 
die Umschaltung auf die postsynaptischen Neuronen erfolgt. Der Neurotransmitter des 
Parasympathikus sowohl an der Umschaltstelle als auch am Erfolgsorgan ist ACh. 
ACh und Noradrenalin bzw. Adrenalin binden nach ihrer Freisetzung an cholinerge (ACh) 
bzw. adrenerge (Noradrenalin, Adrenalin) Rezeptoren in der Membran der 
nachgeschalteten Effektor- oder Nervenzelle, was in der Zelle molekulare Signalwege 
auslöst, die Effekte wie z.B. die Kontraktion oder Relaxation glatter Muskelzellen oder die 
Ausschüttung des Sekretproduktes aus Drüsenzellen zur Folge haben. Da das SNS die 
primären und sekundären lymphatischen Organe innerviert und viele Immunzellen 
Adrenozeptoren besitzen, ist das SNS in der Lage das Immunsystem sehr präzise 
regulierend zu beeinflussen (70;80). 
Die adrenergen Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die pharmakologisch in 
α1- , α2- und β1-, β2-, β3-adrenerge Rezeptoren unterteilt werden (178). Noradrenalin bindet 
vorzugsweise α-Adrenozeptoren und in hohen physiologischen Konzentrationen auch β-
Adrenozeptoren (Affinität für Rezeptor α>β, etwa 100:1), während Adrenalin präferenziell 
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β-Adrenozeptoren aber in hohen physiologischen Konzentrationen auch α-Adrenozeptoren 
(Affinität für Rezeptor β> α, etwa 100:1) bindet (99;221). Eine Bindung an β-
Adrenozeptoren erhöht intrazellulär die cAMP-Spiegel und eine Bindung an α2-
Adrenozeptoren reduziert die intrazellulären cAMP-Spiegel. cAMP aktiviert 
Proteinkinasen vom Typ A (PKA), die u.a. verschiedene Transkriptionsfaktoren 
phosphorylieren und somit die Gentranskription von z.B. Zytokinen oder 
Matrixmetalloproteinasen beeinflussen (99). Es wurde vielfach gezeigt, dass ein durch 
Aktivierung des SNS (hohe Noradrenalin- und Adrenalin-Konzentrationen) induzierter 
cAMP-Anstieg antiinflammatorische Effekte induziert (158;221). 
Die übergeordneten neuronalen Zentren der HANS-Achse sind der Hypothalamus und der 
Locus coeruleus (LC), in dem der größte Teil der noradrenergen Neuronen des ZNS 
lokalisiert ist (Abb. 1.3). Der LC besteht aus einer Ansammlung noradrenalin-haltiger 
Zellen, die im Hirnstamm links und rechts des 4. Ventrikels liegen. Das LC-Noradrenalin-
System wird auch als zentrales SNS bezeichnet (40;246;247). Von hier aus ziehen die 
Axone der noradrenergen Neuronen in viele Gehirnregionen wie z.B. Hypothalamus, 
Hippocampus, Amygdala und Cerebellum (Abb. 1.3). Die CRH-Neuronen des PVN im 
Hypothalamus und die zentralen katecholaminergen Neuronen des LC-noradrenergen 
Systems innervieren und aktivieren sich gegenseitig (247). Wie Immunstimuli neuronale 
und hormonale Komponenten des ZNS beeinflussen und welche Wechselwirkungen 
zwischen einzelnen Effektoren verschiedener Hirnareale dadurch ausgelöst werden, wird in 
Kapitel 1.4 erläutert. 
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Abb. 1.3: Querschnitt durch das humane Gehirn (http://www.airflag.com/Hirn/w3/schnitt.jpg; modifiziert). 
 
Bei Stress oder während einer peripheren Immunreaktion werden das LC-noradrenerge 
System und parvozelluläre Neuronen des PVN (Hypothalamus) durch Immunstimuli und 
über humorale und neuronale Signale unverzüglich aktiviert, was wiederum in einer 
Aktivierung der HHN-Achse und der HANS-Achse resultiert. Die Effektoren des SNS 
erreichen über postganglionäre sympathische Neuronen und über das adrenomedulläre 
System alle Orte des peripheren inflammatorischen Geschehens und können so direkt ihre 
immunregulatorischen Wirkungen entfalten (41;73). Es wurde gezeigt, dass Katecholamine 
über bestimmte Adrenozeptoren-Subtypen angeborene und erworbene Immunfunktionen 
beeinflussen (155). So hemmt Noradrenalin in hohen Konzentrationen, das bedeutet über 
β-Adrenozeptoren die Freisetzung von IL-1 (129), die Sekretion von TNF durch 
Makrophagen (38;103;194), die Sekretion von IL-12 durch Monozyten und DCs 
(155;180), die Produktion von IL-2 und INF-γ durch Th1-Zellen (155), die lytische 
Aktivität von natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) (207) und zytotoxischen T-Zellen (72), 
die Phagozytose (268) und die Proliferation von T-Lymphozyten (72). Außerdem 
vermittelt Noradrenalin über β-Adrenozeptoren die Migration verschiedener Zelltypen wie 
NK-Zellen, verschiedener Lymphozyten und Monozyten (125;198;227). In geringen 
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Konzentrationen, das heißt über α2-Rezeptoren bewirkt Noradrenalin jedoch eine erhöhte 
TNF-Sekretion durch Makrophagen (212). Durch die Veränderungen der regulatorischen 
Zytokine wie IL-12 und INF-γ bewirken Katecholamine eine Verschiebung in Richtung 
der humoralen Immunantwort, begünstigen also damit die Differenzierung von Th2-Zellen 
(72;78;245). Des Weiteren befinden sich in sympathischen Nervenendigungen Vesikel mit 
endogenen Opioiden, die in der Lage sind die Freisetzung der proinflammatorischen 
Substanz P aus sensiblen Nervenfasern zu hemmen (131;233). 
Wie bisher beschrieben wurde, wirken Steroidhormone wie Cortisol und Neurotransmitter 
wie Noradrenalin antiinflammatorisch und immunsuppressiv. Wenn beide Stressachsen 
gleichzeitig aktiviert werden (und das ist in der Regel der Fall), werden die 
antiinflammatorischen Effekte sogar verstärkt (Synergismus der Stressachsen), da Cortisol 
und Noradrenalin ihre biologischen Effekte gegenseitig verstärken (221;224). So führen 
die synergistischen Effekte von Cortisol und Noradrenalin zu einem Anstieg von 
Glucocorticoidrezeptoren, β-Adrenozeptoren, intrazellulärem cAMP und Proteinkinase A 
(65;90;132;176;200). Zudem potenziert Cortisol die Produktion von Noradrenalin und 
Adrenalin aus sympathischen Nervenendigungen und dem Nebennierenmark (30;203). So 
sind beide Systeme (HHN-Achse und HANS-Achse) notwendig um eine periphere 
Inflammation bestmöglich zu hemmen. 
Im Verlauf des Krankheitsprozesses bei RA kommt es jedoch nicht nur zum 
Funktionsverlust der HHN-Achse, sondern auch zu Veränderungen des sympathischen 
Nervensystems (221). Es kommt zu einem Verlust von β-Adrenozeptoren (8) und 
gleichzeitig zu einem Anstieg von α-Adrenozeptoren auf peripheren Immunzellen von RA-
Patienten (105), was eine proinflammatorische Situation erzeugt (224). Zusätzlich 
beobachtet man einen erhöhten Tonus des Sympathikus (141) bei gleichzeitigem Verlust 
sympathischer Nervenfasern im entzündeten Synovialgewebe (169;257). Das führt zur 
Verstärkung der proinflammatorischen Situation im entzündeten Gelenk, da die 
Innervation mit proinflammatorischen sensiblen Nervenfasern (Substanz P) normal bis 
erhöht ist (169;257). Des Weiteren konnte experimentell gezeigt werden, dass eine frühe 
periphere Sympathektomie (in der asymptomatischen Phase) zu einer Verbesserung der 
Arthritis führt, während eine späte Sympathektomie (in der symptomatischen Phase) eine 
Verschlechterung des Arthritis-Schweregrades nach sich zieht (101). Diese Ergebnisse 
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legen nahe, dass das SNS mit seinen Effektoren in der initialen Krankheitsphase die 
proinflammatorische Situation am Entzündungsort unterstützt, was u.a. auf die 
potenzierende Wirkung der sympathischen Effektoren auf die Migration und gerichtete 
Chemotaxis von Leukozyten zurückgeführt werden kann (101). In der späten 
symptomatischen Krankheitsphase sind jedoch die oben genannten antiinflammatorischen 
Eigenschaften der Effektoren des SNS unerlässlich, um die periphere Inflammation zu 
hemmen. Zusammenfassend kann man sagen, dass das Gleichgewicht der synergistisch 
wirkenden entzündungshemmenden Systeme bei RA gestört ist. Die Ursachen hierfür sind 
weitestgehend unbekannt. 
 
1.3 Psychosozialer Stress und Arthritis 
 
Wie in Kapitel 1.1 erwähnt, sind verschiedene Risikofaktoren in die Pathogenese der RA 
involviert. Seit Jahren mehren sich die Befunde, dass soziale Stressoren durch Aktivierung 
der beiden Hauptachsen der Stressbewältigung (HHN-Achse, SNS, Abb. 1.1) 
Auswirkungen auf das Immunsystem haben und somit an Ausbruch und Verlauf 
verschiedener inflammatorischer Erkrankungen beteiligt sein können. So wird 
psychosozialer Stress heute als möglicher Bedingungsfaktor für RA angesehen (222). Um 
den Einfluss von psychosozialem Stress auf humane Krankheiten besser zu verstehen, sind 
Untersuchungen im Tiermodell notwendig (223). Im Vergleich zu den zahlreichen Studien, 
in denen nicht-soziale Stressoren wie Elektroschock oder Immobilisierungsstress zur 
Anwendung kommen, sind in der Literatur nur wenige Tiermodelle des psychosozialen 
Stresses beschrieben (217). 
Zwei gegensätzliche Stressmodelle sind Crowding (31) und soziale Isolation (93). 
Während der Stress beim Crowding durch eine hohe Individuendichte, die die Ausbildung 
einer stabilen Rangordnung unmöglich macht und zu ständigen Kämpfen führt, ausgelöst 
wird, besteht der Stress bei sozialer Isolation im Alleinsein. Ein weiteres etabliertes Modell 
für psychosozialen Stress sind die Resident-Intruder-Konfrontationen, in denen ein 
Eindringling (intruder) in das Gehege eines fremden, ansässigen (resident) Männchens 
gesetzt wird (218). Diese Situation stellt für den Intruder eine starke Belastung dar, denn er 
wird in fast allen Fällen sofort vom ansässigen Rivalen unterworfen. Resident-Intruder-
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Konfrontationen wurden auch in dieser Arbeit durchgeführt. Welchen Einfluss Stress auf 
den Ausbruch und den Verlauf verschiedener Krankheiten hat, hängt sowohl von der Art 
und Intensität des Stresses ab als auch von der Dauer und der Einwirkungszeit des Stresses 
in Relation zum Ausbruch der Krankheit (117). Grundlegend kann man zwischen 
kurzfristigen akuten Stressbelastungen und lang andauernden chronisch psychosozialen 
Belastungen unterscheiden (99), die im Folgenden erläutert werden. 
 
1.3.1 Akuter und chronischer Stress 
 
Studien der letzten zwei Jahrzehnte haben gezeigt, dass akuter und chronischer Stress 
ausgeprägte Veränderungen der angeborenen und adaptiven Immunantworten induzieren 
können (127). Stress ist die Aufeinanderfolge von Ereignissen, die mit einem Stimulus, 
dem Stressor, beginnt, der eine Reaktion im Gehirn auslöst, welche unverzüglich zur 
Aktivierung der physiologischen Systeme (Stressantwort) im Körper führt (63) (Abb. 1.1). 
Die Stressantwort resultiert in der Freisetzung von Neurotransmittern (Noradrenalin), 
Hormonen (Cortisol) und Immunzellen, die dazu dienen, die Nachricht des Stresses vom 
Gehirn in die Peripherie weiter zu leiten (48). Da die wichtigsten Mediatoren der 
Stressachsen (Noradrenalin und Cortisol) je nach Konzentration, die abhängig ist von der 
Dauer und Intensität der Stressperiode, unterschiedliche Effekte auf das Immunsystem 
haben, wird in der Literatur zwischen akutem und chronischem Stress unterschieden 
(48;61;225). 
Akuter Stress wird als Minorstress (Eustress) mit geringer Intensität definiert, der nur 
Minuten oder wenige Stunden andauert, während chronischer Stress als Majorstress 
(Distress) mit großer Intensität beschrieben wird, der über mehrere Stunden am Tag für 
Wochen, Monate oder sogar Jahre anhält (48;225). Dabei ist akuter Stress durch einen 
gering erhöhten Tonus der Stressachsen gekennzeichnet, was in der Regel zur Aktivierung 
der Immunfunktion führt. Dieser immunverstärkende Effekt kann u.a. darauf zurückgeführt 
werden, dass zum einen niedrige Konzentrationen an Cortisol die Sekretion an IL-6 und 
TNF stimulieren (12). Zum anderen bindet Noradrenalin in niedrigen Konzentrationen 
bevorzugt α-Adrenozeptoren, was zu einer Stimulierung der TNF- und Komplement-
Produktion führt (138;224). 
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Chronischer Stress hingegen ist durch einen stark erhöhten endogenen Tonus der 
Stressachsen charakterisiert, was in einer Suppression der Immunantwort resultiert, die auf 
die bekannten immunsuppressiven Eigenschaften von Cortisol und Noradrenalin 
zurückgeführt werden kann (siehe Kapitel 1.2). Insgesamt kann man sagen, dass die beiden 
wichtigsten Mediatoren der Stressantwort in niedrigen Konzentrationen, das entspricht der 
Situation bei akutem Stress, das Immunsystem aktivieren und in hohen Konzentrationen, 
das entspricht der Situation bei chronischem Stress, eine immunsuppressive Wirkung 
entfalten (231). 
Auf der Basis dieser unterschiedlichen Stresseffekte haben Dhabhar und McEwen (1997) 
das Konzept der Stressspektrum-Hypothese aufgestellt, welches besagt, dass bei einem 
mittleren Niveau des endogenen Tonus an Stressmediatoren die Aktivierbarkeit des 
Immunsystems am stärksten ist. Dagegen bewirkt ein zu hoher oder zu niedriger Tonus an 
Stressmediatoren nur eine geringe Aktivierung des Immunsystems (62;231). Eine durch 
Stress ausgelöste verstärkte Aktiverung des Immunsystems erhöht die Resistenz gegenüber 
Infektionen (208) und Tumoren (10) und wirkt sich positiv auf die Wundheilung aus (60). 
Gleichzeitig werden jedoch Autoimmunkrankheiten durch die verstärkte 
Immunaktivierung negativ beeinflusst (60;61). Bei chronischem Stress 
(Immunsuppression) hingegen werden Autoimmunkrankheiten unterdrückt (87;145). 
Dagegen wird die Suszeptibilität gegenüber Infektionen (208) und Tumoren (15) erhöht als 
auch die Wundheilung negativ beeinflusst (160). 
Neben all diesen Befunden muss berücksichtigt werden, dass signifikante Unterschiede 
zwischen einzelnen Individuen hinsichtlich der Stresswahrnehmung und Verarbeitung 
bestehen. So wird durch die Art wie ein Individuum auf Stress reagiert u.a. die Reaktivität 
der HHN-Achse beeinflusst (51). 
 
1.3.2 Stress und rheumatoide Arthritis 
 
Wie bereits erwähnt (1.3), wird psychosozialer Stress heute als möglicher Risikofaktor für 
RA diskutiert. Ein Zusammenhang zwischen akutem oder chronischem psychischem Stress 
und dem Beginn der RA konnte bisher allerdings nicht hergestellt werden (223). Jedoch 
haben Studien an Patienten mit juveniler idiopathischer Arthritis (JIA) gezeigt, dass 
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stressreiche Lebenssituationen den Ausbruch der JIA begünstigen (108). Warum ein 
solcher Zusammenhang bei RA-Patienten bisher nicht aufgezeigt werden konnte, könnte 
damit erklärt werden, dass die Immunantwort bei jungen Menschen intensiver ist als bei 
Älteren (225). Beispielsweise induziert Stress bei jungen nicht aber bei alten Menschen 
eine erhöhte Aktivität der NK-Zellen (177). 
Wenn auch Stress nicht als auslösender Faktor für RA nachgewiesen werden konnte, gibt 
es zahlreiche Hinweise in der Literatur, dass Minorstress zu einer gesteigerten 
Krankheitsaktivität bei RA-Patienten führt (Übersicht in: (108)). Hingegen wurde der 
Einfluss von starkem lang andauerndem sozialem Stress auf den Verlauf von RA bisher 
nicht in größeren Patientengruppen untersucht, so dass es keine eindeutigen Beweise gibt, 
die eine Verbesserung des Arthritis-Schweregrades infolge von Majorstress belegen (48). 
Auch im Tiermodell wurde bestätigt, dass akuter Stress zu einer verstärkten Arthritis-
Symptomatik führt (195). Bei Wistar Ratten, die akutem Stress ausgesetzt wurden, kam es 
zu einem früheren Ausbruch der AA und zu einer gesteigerten Krankheitsaktivität (39). 
Chronischer Stress führt auch im Tiermodell zu unterschiedlichen Ergebnissen. So wird in 
einer Studie gezeigt, dass lang anhaltender chronischer Stress bei Long-Evans Ratten, der 
auf Nahrungsentzug basiert und mit dauernd erhöhten Corticosteron-Spiegeln einhergeht, 
eine Verbesserung der AA herbeiführt (206). In derselben Arbeit wird jedoch beschrieben, 
dass chronischer psychosozialer Stress (z.B. durch soziale Isolation oder Over-Crowding) 
zu einer verstärkten Arthritis-Symptomatik führt. Insgesamt berichten die meisten Studien 
von einer Verschlechterung der Arthritis-Symptomatik nach Stressexposition, was 
wahrscheinlich auf die defekten Stressachsen bei Arthritis zurückgeführt werden kann. 
Im Allgemeinen sind gesunde Personen in der Lage nach Phasen psychischer Belastung 
mit einer adäquaten Stressantwort zu reagieren, wobei es allerdings bei chronischer 
Stressbelastung auch bei diesen Personen zur Abschwächung der Stressantwort in Form 
einer inadäquaten ACTH und Cortisolproduktion kommt (225). Bei RA-Patienten sind die 
Stressachsen grundlegend verändert (1.2), was sich u.a. in einer inadäquaten Produktion 
von ACTH und Cortisol in Relation zum Entzündungsausmaß und in einer Verschiebung 
des sympathischen Einflusses von β-adrenergen hin zu α-adrenergen Mechanismen äußert. 
So konnte gezeigt werden, dass Patienten mit RA im Vergleich zu Kontrollpersonen nach 
psychischem Stress keine signifikante ACTH und Cortisolantwort aufbauen konnten (55). 
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Des Weiteren gibt es erste Studien, die den Zusammenhang zwischen akutem Stress und 
einer verstärkten proinflammatorischen Situation bei RA belegen (225). Nach akutem 
Stress konnten erhöhte IL-6 Spiegel (109), ein Anstieg zirkulierender CD3+ Zellen (267) 
und erhöhte Serumwerte des löslichen IL-2-Rezeptors (267) nachgewiesen werden. Auch 
bei RA muss man allerdings berücksichtigen, dass eine Stressexposition in der 
asymptomatischen Phase vermutlich andere Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf hat 
als Stress, der in der symptomatischen Phase der Erkrankung erfahren wird. Denn in der 
asymptomatischen Phase ist beispielsweise nur eine begrenzte Anzahl an Zelltypen in das 
Krankheitsgeschehen eingeschlossen (225). Tierexperimentell konnte bereits gezeigt 
werden, dass das SNS zu verschiedenen Zeiten vor und während der Arthritis einen 
unterschiedlichen Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat. So kommt es bei Abschaltung 
des SNS vor der Arthritisinduktion zu einer Abschwächung der Krankheitsaktivität, 
während es bei einer Abschaltung des SNS in der chronischen Phase zu einem Anstieg des 
Arthritis-Schweregrades kommt (siehe 1.2.2) (101). 
Zusammengefasst zeigen die bisherigen Befunde, dass akuter psychosozialer Stress einen 
negativen Einfluss auf den Verlauf der Arthritis hat. Zudem liegt die Vermutung nahe, dass 
auch chronischer Stress einen eher krankheitsverstärkenden Effekt hat. Weitere Studien am 
Menschen und im Tiermodell sind zwingend erforderlich, um den Einfluss von geringen 
oder starken, kurzfristigen oder langwierigen Stressbelastungen in unterschiedlichen 
Lebensphasen vor und während der symptomatischen Krankheitsphase herauszuarbeiten 
und gegebenenfalls neue Therapieansätze zur Stressbekämpfung bei RA-Patienten zu 
finden. 
 
1.4 Einfluss von Immunstimuli auf ZNS-Zytokine und 
monaminerge Neurotransmitter 
 
Bisher wurde ausführlich dargelegt, dass efferente Signale des Gehirns zum Immunsystem 
durch Gehirn gesteuerte neuroendokrine Mechanismen und durch das SNS den Verlauf 
von Krankheiten wie z.B. RA beeinflussen. Aber die Kommunikation zwischen Gehirn 
und Immunsystem erfolgt bidirektional. So basiert die Gehirn-Immunsystem-
Kommunikation auf einem Fluss von afferenten Signalen vom Immunsystem zum Gehirn, 
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der u.a. durch Zytokine übermittelt wird, die dann efferente immunregulatorische und 
neuroendokrine Antworten auslösen (21). 
Zurzeit werden verschiedene Möglichkeiten diskutiert, auf welchem Weg die durch 
Zytokine vermittelten afferenten Signale ins Gehirn gelangen (248). Eine Möglichkeit wie 
Zytokine eine direkte Wirkung auf neuronale Elemente des Gehirns ausüben könnten, ist 
im Bereich einer weniger intensiven Blut-Hirn-Schranke zu finden (zirkumventrikuläre 
Organe einschließlich der Eminentia mediana) (163;248). Zytokine können auch über 
selektive Transportmechanismen die Blut-Hirn-Schranke passieren und so ins Gehirn 
gelangen (11). Ein weiterer Weg ist die durch Zytokine vermittelte Induktion von 
Intermediärprodukten (z.B. Prostaglandine durch IL-1) an der Blut-Hirn-Schranke, die 
dann in der Lage sind die Blut-Hirn-Schranke zu passieren und Effekte am Zielort 
hervorzurufen (53). Darüber hinaus wird angenommen, dass Zytokine der Peripherie 
afferente Signale indirekt über neuronale Wege ins Gehirn leiten. Das geschieht über die 
Stimulation sensibler Anteile des Nervus vagus über abdominale Paraganglien oder andere 
abdominelle Fasern in Nachbarschaft Zytokin-produzierender Zellen (58). Auch wenn es 
Zytokinen kaum möglich ist aus der Peripherie direkt ins Gehirn zu gelangen, so können 
sie im Gehirn selbst produziert werden und spielen dort eine wichtige 
immunregulatorische, physiologische und neuromodulatorische Rolle. Zusammengefasst 
gibt es eine bidirektionale Kommunikation zwischen dem Gehirn und dem Immunsystem, 
die initial entweder durch Stimuli des Immunsystems oder durch Stimuli des Gehirns 
(psychologische) induziert werden kann. 
An dieser Stelle stellt sich die Frage, welchen Einfluss Immunstimuli auf ZNS-Zytokine 
und zentrale monaminerge Neurotransmitter haben und welche Rolle Veränderungen 
dieser zentralen Moleküle für eine periphere Entzündung spielen. Allerdings gibt es nur 
sehr wenige Studien, die zentrale Immunmediatoren und Neurotransmitter während 
chronischer Krankheiten untersucht haben. Es konnte gezeigt werden, dass nach 
kurzfristiger peripherer Immunstimulation nicht nur zentrale neuronale Strukturen 
stimuliert, sondern auch Zytokine in verschiedenen Hirnregionen verstärkt exprimiert, 
werden (156). Eine ganze Reihe dieser so genannten „brain-borne“ Zytokine, darunter IL-
1β, IL-6, IFN-γ und TNF werden in geringen Mengen konstitutiv im Gehirn exprimiert und 
Nervenzellen exprimieren sowohl unter normalen Bedingungen als auch nach Stimulation 
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Rezeptoren oder die mRNA für viele dieser Zytokine (22). Dabei sind Astrozyten, 
Mikrogliazellen und bestimmte Neuronen in der Lage Zytokine zu produzieren (22). Es 
wurde gezeigt, dass eine intraperitoneale (i.p.) Injektion von Lipopolysacchariden (LPS) in 
geringen Dosen, die die Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden können, zu einem starken 
Anstieg der Expression von IL-1β, IL-6, IFN-γ und TNF im Gehirn (Abb. 1.3) führt (186). 
Dabei werden IL-1β und IL-6 vornehmlich im Hippocampus und Hypothalamus 
exprimiert, während TNF hauptsächlich im Thalamus und Striatum vermehrt exprimiert 
wird. Andere Studien beschrieben eine verstärkte Synthese von IL-1β, IL-6 und TNF nach 
peripherer LPS-Gabe in der Hypophyse (191;248). Die periphere Gabe von IL-1β führt 
ebenfalls zu einer verstärkten IL-1β Synthese im Gehirn, wohingegen peripher 
verabreichtes IL-6 zu einem Anstieg der IL-6 Rezeptorexpression im PVN des 
Hypothalamus führt (23). Des Weiteren kann die Produktion von „brain-borne“ Zytokinen 
wie IL-1β durch akuten Stress (157) oder bei chronischem Schmerz (4) induziert werden. 
In einem Modell der Langzeitpotenzierung (long-term potentiation, LTP) konnte gezeigt 
werden, dass die Produktion von Zytokinen im Gehirn unter monaminerger Kontrolle 
steht. Die LTP erfolgt durch kurzfristige elektrische Stimulation präsynaptischer 
Nervenfasern, die in einer anhaltenden Verstärkung der synaptischen Übertragung und der 
postsynaptischen neuronalen Aktivität resultiert (22). So konnte gezeigt werden, dass die 
Induktion von LTP im Hippocampus zu einer verstärkten Genexpression von sowohl IL-1β 
(201) als auch IL-6 (9) führt. 
Die Effekte von Zytokinen im Gehirn sind sehr vielseitig, da sie eine entscheidende Rolle 
bei der Integration der peripheren und neurosensorischen Signale spielen (22). Es ist 
bekannt, dass Zytokine verschiedene Gehirnfunktionen wie die Thermoregulation, die 
Nahrungsaufnahme und die Regulation des Schlafes beeinflussen und zur 
Gedächnisbildung beitragen (22;50;266). ZNS-Zytokine können die Aktivität und 
Funktion vieler Neuronen im Gehirn beeinflussen. So vermitteln „brain-borne“ Zytokine 
sowohl die Freisetzung von CRH aus dem Hypothalamus (19;248) als auch die Freisetzung 
von ACTH aus der Hypophyse (20;248). Außerdem wurde der Einfluss von IL-1β auf 
noradrenerge Neuronen nachgewiesen. Demnach reduziert IL-1β den Noradrenalin-Gehalt 
in den Neuronen, steigert aber den Noradrenalin-Metabolismus im Hypothalamus, 
Hippocampus, Stammhirn und Rückenmark (120). Die Aktivierung katecholaminerger 
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Fasern im Rückenmark durch IL-1β im Gehirn zeigt die Übermittlung zentraler Effekte 
dieses Zytokins zum peripheren autonomen Nervensystem. Des Weiteren können IL-1β 
oder IL-6 auch serotoninerge Neuronen stimulieren und erhöhen die Freisetzung und die 
Metabolisierung von Serotonin im PVN (71;255). Zudem wurde gezeigt, dass die 
Modulation zentraler Zytokine periphere Immunreaktionen verändern kann. Beispielsweise 
führt die Induktion von zentralem IL-1β zu einer Hemmung der NK-Zellaktivität in der 
Milz und der Mitogen-induzierten Lymphozytenproliferation und IL-2-Sekretion (234). 
Neben der Induktion von ZNS-Zytokinen durch periphere Immunstimuli oder akute 
Stressexposition werden auch Veränderungen zentraler Neurotransmitter beobachtet. 
Beispielsweise kommt es nach Stressexposition zu einer Verminderung des Serotonins im 
präfrontalen Cortex und im Hypothalamus, während die Umsatzrate von Serotonin in 
diesen Arealen verstärkt ist (182). In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass eine 
intraperitoneale Injektion von LPS bei Mäusen zu einer Aktivierung der dopaminergen, 
noradrenergen und serotinergen Systeme in verschiedenen Hirnarealen (Hypothalamus, 
präfrontaler Cortex, Hirnstamm, parietaler Cortex) führt (66). Dieselbe Studie zeigte 
außerdem eine Aktivierung noradrenerger und serotinerger Neuronen in den oben 
genannten ZNS-Regionen nach IL-1β-Gabe. Weiterhin wurde beschrieben, dass eine 
zentrale Gabe von CRH einen Anstieg von Noradrenalin, Dopamin und 5-
Hydroxyindolessigsäure (5-HIAA, Hauptmetabolit des Serotonins) im Hypothalamus 
hervorruft (211). CRH spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung zentraler 
sympathischer und serotoninerger Systeme, denn CRH ist in der Lage sowohl den Locus 
coeruleus als auch den dorsalen Raphekern (DRN, dorsal raphe nucleus), der Hauptort 
serotoninerger Neuronen im Gehirn (Abb. 1.3), zu aktivieren (85;143). Zwischen den 
CRH-Neuronen und dem LC-Noradrenalin-System bestehen reziproke Verbindungen in 
beide Richtungen, wobei sich CRH und Noradrenalin gegenseitig stimulieren (246). 
Nicht nur die Modulation zentraler Zytokine sondern auch die Modulation zentraler 
Neurotransmitter kann die periphere Immunreaktion beeinflussen. So hemmt z.B. die 
selektive Depletion zentraler noradrenerger Neuronen die spezifische Immunantwort in der 
Peripherie (45). 
Zusammengefasst gibt es eine bidirektionale Kommunikation zwischen dem Gehirn und 
dem Immunsystem. Viele Studien haben gezeigt, dass eine periphere Immunstimulation zu 
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Veränderungen zentraler Zytokine und Neurotransmitter führt und diese Veränderungen 
wiederum die periphere Immunreaktion beeinflussen. Jedoch wurden in fast allen Studien 
akute immunstimulatorische Bedingungen untersucht, und es liegen bisher keine Berichte 
vor, die eine Beteiligung des ZNS an den Sollwertverschiebungen bei RA beschreiben.  
 
1.5 Fragestellungen 
1.5.1 Psychosozialer Stress 
 
Studien der letzten Jahrzehnte haben gezeigt, dass psychosozialer Stress das 
neuroendokrine System und das Immunsystem beeinflusst und demzufolge auch den 
Ausbruch und den Verlauf verschiedener inflammatorischer Erkrankungen wie RA 
modulieren kann. Aus bisherigen Befunden geht hervor, dass akuter psychosozialer Stress 
einen negativen Einfluss auf den Verlauf der Arthritis hat. Im Gegensatz dazu gibt es nur 
wenige Studien, die den Einfluss von chronischem sozialem Stress auf den Arthritisverlauf 
untersucht haben und zudem führten diese Untersuchungen zu sehr unterschiedlichen 
Ergebnissen. Auch konnte ein Zusammenhang zwischen psychosozialem Stress und dem 
Beginn der RA bisher nicht hergestellt werden. In diesem ersten Teil der Arbeit wurde 
daher die Hypothese geprüft, inwiefern psychosozialer Stress (Resident-Intruder-
Konfrontationen) während der experimentellen Arthritisauslösung mit CII bei männlichen 
Wistar Ratten die Suszeptibilität und den Krankheitsverlauf beeinflusst. Im Besonderen 
wurden die stressbedingten endokrinen und immunologischen Veränderungen und deren 
Bedeutung für den Verlauf der Arthritis untersucht. Die Ergebnisse sollen demonstrieren, 
inwieweit psychosozialer Stress die Aktivität der HHN-Achse beeinflusst und welche 
Veränderungen des Immunsystems damit einhergehen. 
 
1.5.2 Zentrale Zytokine und Monamine 
 
Oben wurde bereits erläutert, wie kurzfristige periphere Entzündungsreaktionen Zytokine 
im ZNS induzieren und wie diese Entzündungsmediatoren Veränderungen der 
monaminergen Neurotransmittersysteme, der HHN-Achse und des SNS verursachen. Im 
EINLEITUNG 
 27 
Gegensatz dazu gibt es nur sehr wenige Studien, die zentrale Moleküle während 
chronischer inflammatorischer Krankheiten untersucht haben. Im Verlauf einer Arthritis 
beobachtet man einen Funktionsverlust der HHN-Achse und des SNS, der wahrscheinlich 
zur Chronifizierung der Arthritis beiträgt. Jedoch liegen bisher keine Berichte vor, die eine 
Beteiligung zentraler Zytokine und Monamine an diesen Sollwertverschiebungen bei RA 
beschreiben. Daher wurde im zweiten Teil dieser Arbeit die Hypothese geprüft, inwieweit 
ZNS-Zytokine und monaminerge Neurotransmitter für die Suszeptibilität und den 
chronifizierenden Verlauf einer CII induzierten Arthritis bei weiblichen Dark Agouti 
Ratten (DA Ratten) relevant und demzufolge pathophysiologisch wichtig für die  o.g. 
Sollwertverschiebungen bei Arthritis sind. Dazu wurden die Expression von ZNS-
Zytokinen und die Aktivität monaminerger Neurone auf diversen ZNS-Niveaus in der 
Induktionsphase und im Verlauf einer Modellarthritis charakterisiert. Des Weiteren wurde 
der Verlauf der Arthritis nach gezielter intracerebroventriculärer (i.c.v.) Modulation von 
monaminergen Neurotransmitter-Systemen charakterisiert. Die Ergebnisse sollen 
demonstrieren, ob eine veränderte Expression von ZNS-Zytokinen und –Katecholaminen 
im Verlauf der Krankheit mit Veränderungen der HHN-Achse und des SNS assoziiert sind, 
und ob diese zentralen Moleküle zur Chronifizierung der Arthritis beitragen. 
 
1.5.3 Nebenniere 
 
Im Verlauf der RA kommt es zum Funktionsverlust der HHN-Achse, der durch eine 
inadäquate Produktion von ACTH und Cortisol in Relation zum Schweregrad der 
Entzündung charakterisiert ist. Die Gründe für die Nebenniereninsuffizienz bei Arthritis 
sind weitestgehend unbekannt. Deshalb war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, Mechanismen, 
die für die adrenale Insuffizienz verantwortlich sind, zu charakterisieren. Die Vermutung 
war, dass möglicherweise sowohl eine Störung der Cholesterin-Speicherung in der 
Nebenniere als auch eine Störung der Cholesterin-Aufnahme in adrenokortikale Zellen 
dafür verantwortlich sind, dass die Nebenniere keine adäquaten Mengen an Corticosteron 
produzieren kann. Cholesterin ist der Vorläufer der Steroidhormone und wird als 
Cholesterylester (CE) an high density lipoprotein (HDL) gebunden. Der Scavenger 
Rezeptor vom Typ BI (SR-BI) ist ein Rezeptor für HDL, der die zelluläre Aufnahme von 
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CE in adrenokortikale Zellen vermittelt. Diese selektive CE-Aufnahme ist die Hauptquelle 
für Cholesterin der Steroidogenese in adrenokortikalen Zellen (42). Daher wurde die 
Hypothese geprüft, inwiefern die inadäquate Produktion von Corticosteron im Verlauf der 
CII induzierten Arthritis sowohl mit Veränderungen der Cholesterin-Speicherung in der 
Nebennierenrinde als auch mit Veränderungen der Expression des SR-BI auf 
adrenokortikalen Zellen assoziiert ist. 
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2 Material 
2.1 Materialien 
2.1.1 Verbrauchsartikel 
 
Artikel      Firma 
S Monovette (das Original)    Sarstedt (Nürnbrecht) 
Einmal Insulinspritze, 1 ml    Becton Dickinson AG (Basel, Schweiz) 
Einmalskalpelle Nr. 20    Feather (Japan) 
Einmalspritzen steril, 2/5/10/20 ml   Becton Dickinson S.A. 
       (Fraga, Spanien) 
Reaktionsgefäße, 1,5 ml    Eppendorf AG (Hamburg) 
Falconröhrchen 15/50 ml    BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 
Fettstift (DakoCytomation Pen)   DakoCytomation 
       (Glostrup, Dänemark) 
Hamiltonspritze 10 µl, 1 ml    Hamilton (Bonaduz, Schweiz) 
Sterican Kanülen (0.4x19, 0.6x30, 0.9x40) BD (Heidelberg) 
Michelklammern, Nr. BN 507   Aesculap (Tuttlingen) 
Ohrmarken und Zange (73855)   Hauptner (Solingen) 
Omnifix Tuberkulinspritzen, 1 ml   Braun (Melsungen) 
Petrischalen, 60x15     BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 
Pipetten (Glas) 5/10/25/50 ml   Corning Incorporated (Corning, USA) 
Polystyreneröhrchen 5 ml (FACS-Röhrchen) Sarstedt (Nürnbrecht) 
Präparationsbesteck     Aesculap (Tuttlingen) 
Sterilfilter, Cell Strainer    BD Biosciences (Franklin Lakes, USA) 
SuperFrost Plus Objektträger    Menzelgläser (Braunschweig) 
96-Well-Platten     Nunc™ (Dänemark) 
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2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Lösungsmittel 
 
Artikel      Firma 
5,7-DHT (5,7-Dihydroxytryptamin)   Sigma-Aldrich (Steinheim) 
6-OHDA (2,4,5-Trihydroxypenethylamin)  Sigma-Aldrich (Steinheim) 
AmpliTaqGold     PE Applied Biosystems (Langen) 
Aqueous Mounting Medium    DakoCytomation 
       (Glostrup, Dänemark) 
BCIP/NBT Substrat System    DakoCytomation 
       (Glostrup, Dänemark) 
Concanavalin A (Typ IV)    Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Desipramin      Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
DnaseI       Epicentre technologies Inc. 
       (Omaha, NE, USA) 
Entellan      Sigma-Aldrich Corp. 
       (St. Louis, MO, USA) 
EDTA       Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Erythrozyten-Lysispuffer    Becton Dickinson GmbH (Heidelberg) 
Ethanol 96%      Merk (Darmstadt) 
FACS-Puffer      Becton Dickinson GmbH (Heidelberg) 
FACS-Lysepuffer     Becton Dickinson GmbH (Heidelberg) 
Fluorescent Mounting Medium   DakoCytomation 
       (Glostrup, Dänemark) 
inkomplettes Freund-Adjuvans   Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Iso-Ascorbinsäure     Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Kollagen Typ II     Chondrex (Seattle, WA, USA) 
(bovin, 2 mg/ml in 0,5M Essigsäure) 
Levamisole      DakoCytomation 
       (Glostrup, Dänemark) 
NaCl-Lösung, steril (0,9%)    Braun (Melsungen) 
oligop(dT) 12-18 Primer    Amersham Biosciences (Freiburg) 
Perchlorsäure      Merck (Darmstadt) 
RDO (Dekalzifizier-Lösung)    Medite GmbH (Burgdorf) 
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Artikel      Firma 
reverse Transkriptase     Invitrogen Life Technologies 
       (Karlsruhe) 
ROX (Referenzfarbstoff)    TIB MOLBIOL (Berlin) 
TissueTek      Sakura Finetek EuropeB.V. 
       Zoerterwoude (Niederlande) 
Trasylol      Bayer Corp. AG (Leverkusen) 
TRIzol Reagens     Invitrogen Life Technologies 
       (Karlsruhe) 
Trypanblau      Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Uracil-DNA-Glycosylase    New England Biolabs (Frankfurt) 
wässrige Hämalaun-Lösung    Sigma-Diagnostics 
       (Baltimore, MD, USA) 
wässrige Eosin-Lösung    Sigma-Aldrich Corp. 
       (St. Louis, MO, USA) 
Xylol       Merk (Darmstadt) 
10x Y+/Tango Puffer     MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
 
2.1.3 Anästhetika 
 
Artikel      Firma 
Anexate (Flumazenil)     Inresa Arzneimittel GmbH (Freiburg) 
Antisedan (Atipamezol)    Orion Pharma (Espoo, Finnland) 
Domitor (Medetomidin)    Orion Pharma (Espoo, Finnland) 
Dormicum (Midazolam)    Ratiopharm GmbH (Ulm) 
Fentanyl (Fentanyl25)    Delta Select (Dreieich) 
Isofluran      Baxter (Unterschleißheim) 
Narcanti (Naloxon)     Inresa Arzneimittel GmbH (Freiburg) 
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2.1.4 Antikörper 
 
Antikörper       Firma 
Alexa Fluor 546, goat anti-mouse IgG   Molecular Probes, Inc. 
        (Eugene, OR, USA) 
Alexa Fluor 546, goat anti-rabbit IgG   Molecular Probes, Inc. 
        (Eugene, OR, USA) 
Alexa Fluor 546, rabbit anti-goat IgG   Molecular Probes, Inc. 
        (Eugene, OR, USA) 
AP-konjugierte goat ant-rabbit IgG (D0487)  DakoCytomation 
        (Glostrup, Dänemark) 
FITC-konjugierter mouse anti-rat CD4 (OX-38)  PharMingen (Hamburg) 
FITC-konjugierter mouse anti-rat CD8 (OX-8)  PharMingen (Hamburg) 
FITC-konjugierter mouse anti-rat CD45RA (OX-33) PharMingen (Hamburg) 
FITC-konjugierter mouse anti-rat CD161a (10/78)  PharMingen (Hamburg) 
FITC-konjugierter mouse anti-rat-CD172a (ED9)  Serotec (Kidlington, England) 
goat anti-Substanz P (sc-9758)    Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
        (Santa Cruz, CA, USA) 
mouse anti-rat-Monozyten/Makrophagen   Chemicon International, Inc. 
(MAB 1435)       (Temecula, CA, USA) 
PE-konjugierter mouse anti-rat CD3 (G4.18)  PharMingen (Hamburg) 
PE-konjugierter mouse anti-rat CD45 (OX-1)  PharMingen (Hamburg) 
rabbit anti-SR-BI (NB 400-101)    Novus Biologicals, Inc. 
        (Littleton, CO, USA) 
rabbit anti-Tyrosin Hydroxylase (AB152)   Chemicon International, Inc. 
        (Temecula, CA, USA) 
 
2.1.5 Lösungen, Medien und Puffer 
 
DEPC-Wasser 
2 ml DEPC (Diethylpyrocarbonat) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
2 l H2O bidest.  
 autoklavieren  
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DEPC-PBS 
5 PBS-Tabletten 
(phosphat buffered saline) 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
1 l DEPC-Wasser  
pH 7,4   
 
3,7% Formaldehyd 
100 ml 37% Formaldehyd Merck (Darmstadt) 
ad 1 l DEPC-PBS  
 
20% Saccharose-Lösung 
5 g Saccharose Merck (Darmstadt) 
25 ml DEPC-PBS  
 
PBS 
5 PBS-Tabletten Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
1 l H2O bidest.  
 
PBS und Triton (0,3%) 
3 ml Triton X-100 Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
1 l PBS  
 
10x BSA 
5 g bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
ad 50 ml PBS und Triton (0,3%)  
 
Blocklösung 
1 ml Ziegenserum DakoCytomatin GmbH (Hamburg) 
1 ml fötales Kälberserum (FCS) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
8 ml 10x BSA  
 
Antikörperpuffer 
90% 1x BSA Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
10% Ziegenserum DakoCytomatin GmbH (Hamburg) 
 
RPMI Medium 
500 ml RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
50 ml FCS Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
5 ml Penicilin/Streptavidin Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
2 ml Ciprofloxacin Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
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Sudan III Lösung 
0,6 g Sudan III Pulver Carl Roth GmbH & Co. KG 
(Karlsruhe) 
200 ml 70% Alkohol  
 aufkochen und filtrieren  
 
TBS 
100 ml H2O bidest.  
12,2 g Trishydroxymethylaminomethan Merck (Darmstadt) 
17,6 g NaCl Merck (Darmstadt) 
74 ml 1n HCl Merck (Darmstadt) 
ad 2 l H2O bidest.  
 auf pH 7,6 einstellen  
 
Eluent A 
Lösung A:   
9,79 g Dinatriumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt) 
ad 1100 ml H2O bidest.  
Lösung B   
10,5 g Zitronensäure Merck (Darmstadt) 
ad 1000 ml H2O bidest.  
 Lösung B zu A geben (pH 3,9)  
1800 ml Lösung AB (pH 3,9)  
0,45 g Octyl-Sulfat Merck (Darmstadt) 
0,075 g EDTA Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
 filtrieren  
10% Acetonitril Merck (Darmstadt) 
 10 min entgasen  
 
2x PCR Puffer 
100 mM KCl Merck (Darmstadt) 
20 mM Tris HCl pH 8,3 Merck (Darmstadt) 
0,02 mM EDTA Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
0,1% Gelatine  
0,02% Tween 20 Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
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2.1.6 Kits und Assays 
 
Assay       Firma 
CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive 
Cell Proliferation Assay    Promega (Madison, WI, USA) 
Corticosteron 125I RIA Kit    MP Biomedicals (Eschwege) 
KatCombi 125I RIA Kit    IBL (Hamburg) 
LincoPlex Kit      LINCO Research 
       (St. Charles, MO, USA) 
RNeasy Mini Kit     Quiagen GmbH (Hilden) 
 
2.1.7 Geräte 
 
Gerät       Firma 
Brutschrank (T.10A)     Heraeus Instruments GmbH (Hanau) 
Dekapitationsapparatur    Werkstatt der Universität Regensburg 
Homogenisator (Bayreuth: Ultra-Turrax)  Janke & Kunkel KG (Staufen) 
Homogenisator (Regensburg: IKA Ultra-Turrax) Medita (Hof) 
Fluoreszenzmikroskop (Leitz DMRBE  Leica Microsystems Nussloch GmbH 
       (Nussloch) 
Kryostat (CM 3050 S)    Leica Microsystems Nussloch GmbH 
       (Nussloch) 
Luminex 100 IS System    Luminex Corp. (Austin, TX, USA) 
MX 3000P Detektionssystem   Stratagene (Heidelberg) 
Pipetten, 10/100/200/1000 µl    Eppendorf AG (Hamburg) 
Pipetboy, 30-300 µl (Transferpette-8)  Brand (Wertheim) 
Plattenlesegerät (ELISA-Reader, Emax)  Molecular Devices (Ismaning) 
Haarschneider (Typ 1556)    Moser Elektrogeräte GmbH 
       (Unterkirnach) 
Stereotaxie-Apparatur    Stoelting (Dublin, Irland) 
Sterilbank (Lamina Flow Einheit)   Heraeus Instruments GmbH (Hanau) 
Feinwaage (Modell CP64, 1 mg genau)  Sartorius AG (Göttingen) 
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Gerät       Firma 
Feinwaage (Analytic AC 210 S)   Waegetechnik Dümberger (Köfering) 
Waage (1 g genau)     Sartorius AG (Göttingen) 
Wasserbad (JULABO SW-20C)   JULABO Labortechnik GmbH 
       (Sellbach) 
Zahnbohrer (Modell 300)    Dremel (Konijnenberg, Mexico) 
Tiefkühlzentrifuge (Megafuge 1.0R)   Heraeus Instruments GmbH (Hanau) 
HPLC-System: 
Autosampler (AS-2000A)    Merck-Hitachi (Darmstadt) 
Fluoreszenz-Detektor (DECADE)   Antec Leyden BV 
       (Zoeterwoude, Niederlande) 
Kolbenpumpe (P580)     Gynkotek 
“reversed-phase” Säule (supelcosil™ LC-18) Supelco (Bellefonte, PA, USA) 
 
2.2 Tiere 
 
Teilexperiment Psychosozialer Stress 
Für diesen ersten Teil der Arbeit wurden männliche Wistar Ratten aus der Zucht des 
Lehrstuhles Tierphysiologie der Universität Bayreuth verwendet. Die Gründertiere dieser 
Zucht wurden 2006 von der Firma Raison sociale: Centre d’Elevage R.JANIVIER, (Le 
Genest St Isle, Frankreich) erworben. Die Wistar Ratten wurden 21 Tage (± 2 Tage) nach 
der Geburt von der Mutter abgesetzt und paarweise in einer Bruder-Schwester Verpaarung 
in Standardkäfigen (Makrolon Typ III) unter Standard-Laborbedingungen (Temperatur 22 
± 2 °C; Luftfeuchtigkeit 50-60%; Licht-/Dunkelzyklus 12:12 Stunden) gehalten. Sie hatten 
Zugang zu Futter und Wasser ad libitum. Die Versuchstiere wurden zur Eingewöhnung 
mindestens 2 Wochen vor Versuchsbeginn in den Versuchsraum gebracht und waren zu 
Beginn des Versuches zwischen 129 und 148 Tage alt. 
Des Weiteren wurden adulte Long Evans Ratten aus der Zucht des Lehrstuhles 
Tierphysiologie der Universität Bayreuth verwendet. Die Gründertiere dieser Zucht 
wurden 1995 von der Firma Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) erworben. Diese 
Long Evans Ratten wurden aufgrund ihrer Aggressivität gegenüber fremden Artgenossen 
als Residents in den Resident-Intruder-Konfrontationen eingesetzt. Sie wurden in 
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Männchen-Weibchen-Paaren in einem speziell für die Konfrontationsexperimente 
konzipierten separaten Versuchsraum mit 0,5 m2 großen Bodenboxen gehalten. Alle 
sonstigen Haltungsbedingungen entsprachen denen der o.g. Standardhaltung. 
Die Tierversuche mit Wistar Ratten und Long Evans Ratten wurden in Bayreuth 
durchgeführt und wurden gemäß der Richtlinien für tierexperimentelle Forschung von der 
Regierung von Mittelfranken genehmigt. 
 
Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden weibliche DA Ratten im Alter von 8-10 Wochen und 
einem Gewicht von 150-200 g von Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen. 
Diese Ratten wurden zur Eingewöhnung für mindestens 1 Woche vor Versuchsbeginn in 
Gruppen zu 5 Tieren in Standardkäfigen (Makrolon Typ IV) unter Standard-
Laborbedingungen (Temperatur 22 ± 2 °C; Luftfeuchtigkeit 50-60%; Licht-/Dunkelzyklus 
12:12 Stunden) gehalten. Sie hatten Zugang zu Futter und Wasser ad libitum. Die 
Versuche mit DA Ratten wurden in Regensburg durchgeführt und wurden gemäß der 
Richtlinien für tierexperimentelle Forschung von der Regierung der Oberpfalz genehmigt. 
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3 Methoden 
 
Der erste Teil dieser Arbeit (Psychosozialer Stress) wurde in enger Zusammenarbeit mit 
der Arbeitsgruppe der Abteilung für Tierphysiologie in Bayreuth (Kerstin Schunke, 
Doktorandin und Prof. Dr. rer. nat. Volker Stefanski) durchgeführt. Die Arbeiten mit 
Wistar Ratten (Resident-Intruder-Konfrontationen) und die Bestimmung sowohl des 
Differentialblutbildes als auch der Lymphozyten-Subpopulationen wurden von Kerstin 
Schunke in Bayreuth durchgeführt. 
 
Der zweite Teil dieser Arbeit (zentrale Zytokine und Monamine) wurde in enger 
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe der Abteilung für Immunophysiologie in Marburg 
(Dr. rer. nat. Johannes Wildmann, Prof. Dr. phil. Adriana del Rey und Prof. Dr. med. Hugo 
O. Besedovsky) durchgeführt. Die Bestimmung zentraler Zytokine und Neurotransmitter 
mittels HPLC bzw. RT-PCR erfolgte durch Johannes Wildmann in Marburg. 
 
3.1 Kollagen Typ II Arthritis Modell 
 
Teilexperiment Psychosozialer Stress 
Um eine experimentelle Arthritis auszulösen, wurde männlichen Wistar Ratten eine 
Suspension aus bovinem CII und IFA ca. 2 cm unterhalb der Schwanzwurzel intradermal 
in die Schwanzhaut injiziert. Dazu wurden gleiche Volumina von CII und IFA mithilfe 
eines Homogenisators unter Kühlung mit Eis emulgiert. Um die Denaturierung des 
Kollagens durch Erwärmung zu vermeiden, wurde die Suspension bis zur Injektion gekühlt 
aufbewahrt. Die Wistar Ratten wurden vor der Immunisierung nicht narkotisiert, da sie in 
speziellen Boxen fixiert werden konnten. Am Tag 0 wurde sowohl bei Stresstieren als auch 
bei nicht gestressten Kontrolltieren eine Arthritis induziert. Kontrolltieren (Stresstiere und 
nicht gestresste Tiere) wurde anstelle der CII-IFA-Suspension sterile 0,9%ige NaCl-
Lösung intradermal unterhalb der Schwanzwurzel injiziert. 
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Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine 
Die Arthritisauslösung erfolgte bei DA Ratten und bei Wistar Ratten auf die gleiche Weise, 
mit der Ausnahme, dass die intradermale Immunisierung bei DA Ratten unter 
Analgosedierung erfolgte. Vor Injektion der Narkotika erfolgte eine Kurzbetäubung mit 
Isofluran. Anschließend wurden die Ratten unter Verwendung einer gängigen 
antagonisierbaren Narkose narkotisiert. Der OP-Cocktail, bestehend aus Domitor (0,15 
mg/kg), Dormicum (2 mg/kg) und Fentanyl (5 µg/kg), wurde intramuskulär (i.m.) injiziert. 
Den narkotisierten Tieren wurden 300 µl der CII-IFA-Suspension ca. 2 cm unterhalb der 
Schwanzwurzel intradermal in die Schwanzhaut injiziert (Tag 0). Danach wurde der 
Aufwach-Cocktail bestehend aus Antisedan (0,75 mg/kg), Anexate (0,2 mg/kg) und 
Narcanti (0,12 mg/kg) subkutan (s.c.) appliziert. Die Aufwachphase der Tiere wurde 
überwacht. Kontrolltieren wurde entweder eine Suspension aus CII und NaCl-Lösung 
(0,9%) oder IFA und NaCl-Lösung (0,9%) injiziert. Eine dritte Kontrollgruppe erhielt nur 
sterile 0,9%ige NaCl-Lösung. 
 
3.1.1 Klinischer Arthritis-Schweregrad 
 
Teilexperiment Psychosozialer Stress 
Ab dem Tag 10 nach experimenteller Arthritisauslösung wurden die Wistar Ratten 
bezüglich ihrer Arthritissymptome beurteilt. Die Pfoten wurden hinsichtlich einer 
Schwellung, Rötung und Beeinträchtigung der Funktionstüchtigkeit untersucht. Dabei 
wurde jede Pfote separat beurteilt. 2 Punkte wurden für jede der drei folgenden 
entzündeten Regionen vergeben: Finger-Zehen-Region, Mittelhand-Mittelfuß-Region und 
Sprunggelenk-Region. Zwei zusätzliche Punkte wurden vergeben, wenn eine 
offensichtliche Beeinträchtigung der Funktionsfähigkeit (z.B. Hinken, Nachziehen) einer 
Extremität vorlag. So wurde insgesamt ein maximaler Arthritis Score von 8 Punkten pro 
Pfote und 32 Punkten pro Tier vergeben. 
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Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine 
Die Beurteilung des Arthritis-Schweregrades bei DA Ratten erfolgte auf die gleiche Weise 
wie bei Wistar Ratten. Jedoch wurden statt zwei Punkten pro Region 1 Punkt vergeben, so 
dass ein maximaler Arthritis Score von 4 Punkten pro Pfote und 16 Punkten pro Tier 
vergeben werden konnte. 
 
3.2 Resident-Intruder-Konfrontation 
 
Vor Versuchsbeginn wurden alle residenten Tiere je viermal für 10 min mit 
unterschiedlichen, fremden Männchen konfrontiert. Dadurch sollte sichergestellt werden, 
dass sie ein zugesetztes Männchen zuverlässig attackieren. Die Intruder-Männchen wurden 
vor Versuchsbeginn in Stresstiere und Kontrolltiere eingeteilt. Psychosozialer Stress durch 
kontinuierliche Konfrontation wurde ausgelöst, indem die Stresstiere (männliche Wistar 
Ratten = Intruder) für 7 Tage in die Bodenboxen zu fremden Long Evans Ratten 
(Männchen und ihren Weibchen, Residents) gesetzt wurden. Die nicht gestressten 
Kontrolltiere verblieben ungestört im Haltungsraum in ihren Heimkäfigen. Während der 
Konfrontationszeit wurde der Raum nur zur täglichen Kontrolle (Futter, Wasser, 
Verletzungen) betreten. Um die Unterlegenheit des Intruders gegenüber dem Resident zu 
dokumentieren, wurde das Verhalten der Tiere mithilfe von Infrarotkameras (Scan Vision 
VS 450 mit 1.4/6 mm Objektiv) aufgezeichnet. Am Tag 4 der Konfrontation wurde sowohl 
bei Stresstieren als auch bei nicht gestressten Kontrolltieren eine Arthritis induziert (Tag 
0). 
 
3.3 Depletion monaminerger Neuronen im Gehirn 
 
Depletion noradrenerger Neuronen im Gehirn 
In diesen Denervierungsexperimenten wurden alle Tiere (weibliche DA Ratten) am Tag 0 
mit CII in IFA immunisiert (3.1). Die Depletion zentraler Katecholamine wurde an drei 
verschiedenen Zeitpunkten, 14 Tage vor Arthritisinduktion oder am Tag 18 bzw. 25 nach 
Immunisierung mit CII mittels stereotaktischer Injektion von 100 µg 6-Hydroxydopamin 
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(6-OHDA) in 10 µl Iso-Ascorbinsäure-Lösung (2 mg/ml Iso-Ascorbinsäure in steriler 
NaCl-Lösung (0,9%)) in die lateralen Ventrikel (i.c.v.) durchgeführt. Dazu wurden die 
Ratten nach oben beschriebener Methode narkotisiert und auf dem Kopf zwischen den 
Ohren rasiert. Auf die Augen wurde als Schutz vor Austrocknung Bepanthen-Salbe 
(Roche, Grenzach-Wyhlen) aufgetragen. Um nicht auszukühlen lagen die Ratten während 
des Eingriffes auf einer Wärmematte. Der Schädel der narkotisierten Versuchstiere wurde 
in einem stereotaktischen Apparat fixiert (Abb. 3.1). Für die Mikroinjektion in die lateralen 
Ventrikel wurden mithilfe eines stereotaktischen Atlanten (184) die dreidimensionalen 
Koordinaten des Zielgebietes bestimmt, die sich auf einen Referenzpunkt am Schädel 
(Bregma) beziehen. Folgende stereotaktische Koordinaten bezogen auf das Bregma 
wurden für die intrazerebroventrikuläre Mikroinjektion bestimmt: rostral-kaudal 0 mm; 
medial-lateral + 1,5 mm nach lateral links und dorsal-ventral – 4,0 mm nach ventral. Nun 
wurde das Bregma freigelegt und mit einem Zahnbohrer ein 1 mm großes Loch über dem 
Zielgebiet in die Schädelkalotte gebohrt. Anschließend wurde die Kanüle der Spritze, 
entsprechend den vorher bestimmten Koordinaten, präzise in das Gehirn abgesenkt. 
Nachdem sich die Kanüle am Zielort befand, wurde die 6-OHDA-Lösung langsam 
(innerhalb von 5 min) intrazerebroventrikulär injiziert. Nach dem Eingriff wurde die 
Wunde mit Metallklammern verschlossen und die Tiere wurden mit dem Aufwachcocktail 
(3.1) aufgeweckt. Kontrolltieren wurden 10 µl Iso-Ascorbinsäure-Lösung i.c.v. appliziert. 
 
Depletion serotoninerger Neuronen im Gehirn 
In diesen Denervierungsexperimenten wurden alle Tiere (weibliche DA Ratten) am Tag 0 
mit CII in IFA immunisiert (3.1). Die Depletion zentraler serotoninerger Neuronen wurde 
14 Tage vor Arthritisinduktion mittels stereotaktischer Injektion von 150 µg 5,7-
Dihydroxytryptamin (5,7-DHT) in 10 µl Iso-Ascorbinsäure-Lösung (2 mg/ml Iso-
Ascorbinsäure in steriler NaCl-Lösung (0,9%)) in die lateralen Ventrikel (i.c.v.) 
durchgeführt. Um eine katecholaminerge Neurotoxizität durch 5,7-DHT zu verhindern, 
wurde den Ratten 30 min vor der 5,7-DHT-Injektion (i.c.v.) Desipramin (25 mg/kg in 
steriler 0,95iger NaCl-Lösung) intraperitoneal verabreicht. Die Methode der 
stereotaktischen Operation (Abb. 3.1) wurde oben bereits beschrieben. Kontrolltieren 
wurden 10 µl Iso-Ascorbinsäure-Lösung i.c.v. appliziert. 
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Elektroden- oder Spritzen-
Halterung (zur Seite gedreht)
Anterior-Posterior-Justierung
Incisor-Balken-Justierung
Incisor-Balken
Ohr-Balken-Justierung
Ohr-Balken
Nasen-Klemme
Drehgelenk-Justierung
laterale Justierung
(zur Seite gedreht)
vertikale Justierung
 
Abb. 3.1: Skizze einer narkotisierten Ratte fixiert in stereotaktischer Apparatur. (modifiziert, aus (134)) 
 
3.4 Blut- und Organentnahmen 
3.4.1 Blut 
 
Teilexperiment Psychosozialer Stress 
Zu verschiedenen Zeitpunkten (basal vor der Stressexposition und an den Tagen 0, 4, 7 und 
14 nach Arthritisinduktion) wurde den Wistar Ratten Blut aus der Schwanzvene 
entnommen. Die Blutabnahmen wurden alle zur gleichen Tageszeit zwischen 8 und 10 Uhr 
durchgeführt. Dabei wurde darauf geachtet, dass eine Dauer von maximal 3 min nicht 
überschritten wurde, da sonst die Ausschüttung von Stresshormonen die Werte verfälschen 
würde. Das Blut für die Bestimmung der Glucocorticoide wurde in EDTA-gefüllten 
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Probenröhrchen gesammelt, zentrifugiert (10 min, 3000 U/min, 4°C) und anschließend bis 
zur Bestimmung von Corticosteron bei -80°C gelagert. Für die Bestimmung des Blutbildes 
(Differentialblutbild, Lymphozytensubpopulationen) wurde das Blut in ein Reaktionsgefäß 
mit einer 7 µl EDTA-Lösung (50mg/ml) aufgenommen. 
 
Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine 
An verschiedenen Tagen (0, 5, 14, 28, 41 und 55) wurden die DA Ratten innerhalb eines 
Zeitfensters von 3 min (siehe oben) durch Dekapitierung getötet und Rumpfblut 
entnommen. Dieses wurde in EDTA-benetzten Probenröhrchen, die zur Hemmung der 
Enzymaktivität zusätzlich 10 µl Trasylol enthielten, gesammelt. Bis zur Zentrifugation (10 
min, 3000 U/min, 4°C) wurde das Blut auf Eis aufbewahrt. Nach der Zentrifugation wurde 
das Plasma abpipettiert und bis zur Bestimmung von Adrenalin, Noradrenalin und 
Corticosteron bei -80°C gelagert. 
 
3.4.2 Organe 
 
Teilexperiment Psychosozialer Stress 
Vor der Stressexposition und an den Tagen 0, 4, 7 und 14 nach Arthritisinduktion bzw. am 
Tag 4 der symptomatischen Phase wurden sowohl gestresste als auch nicht gestresste 
Wistar Ratten in einer CO2–gesättigten Atmosphäre getötet und Nebennieren, 
Lymphknoten und Schwanzhaut des Immunisierungsgebietes (Kollagen-Injektions-
Region) entnommen. Die Nebennieren, Lymphknoten und die Schwanzhaut wurden 3 
Tage in 3,7% Formaldehyd fixiert und anschließend in PBS gewaschen und über Nacht in 
20% Saccharose-Lösung gegeben. Danach wurden diese Organe in TissueTek eingefroren 
und bis zur histologischen Untersuchung bei -80°C aufbewahrt. 
 
Teilexperiment Zentrale Zytokine und Monamine 
Am jeweiligen Tötungstag (0, 5, 14, 28, 41 oder 55) wurden von jedem Tier Pfoten, 
Nebennieren, die drainierenden Lymphknoten und das Gehirn entnommen. 
Die Pfoten wurden für einige Tage in 3,7% Formaldehyd fixiert und anschließend in PBS 
gewaschen und für 5 Tage in RDO (Dekalzifizier-Lösung) gegeben. Anschließend wurden 
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die Pfoten wiederum in PBS gewaschen und über Nacht in 20% Saccharose-Lösung 
gegeben. Formaldehyd- und Saccharose-Lösung wurden mit DEPC-Wasser hergestellt, um 
RNAsen zu zerstören. Dann wurden die Pfoten in TissueTek eingefroren und bis zur 
histologischen Untersuchung bei -80°C aufbewahrt. 
Die Nebennieren und die linken drainierenden Lymphknoten wurden 3 Tage in 3,7% 
Formaldehyd fixiert und anschließend in PBS gewaschen und über Nacht in 20% 
Saccharose-Lösung gegeben. Danach wurden auch diese Organe in TissueTek eingefroren 
und bis zur histologischen Untersuchung bei -80°C aufbewahrt. 
Die rechten drainierenden Lymphknoten wurden nach der Entfernung in RPMI Medium 
gegeben. Dann wurden die Lymphknoten unter der Sterilbank mechanisch zerkleinert und 
durch Sterilfilter in Falconröhrchen gedrückt. Zu der Zellsuspension wurden 10 ml RPMI 
Medium gegeben und die Zellen resuspendiert. Dann wurde die Zellsuspension 
zentrifugiert (6 min, 1600 U/min, 4°C), der Überstand verworfen und erneut mit 10 ml 
RPMI Medium aufgefüllt und die Zellen resuspendiert und anschließend gezählt. Jeweils 
100 µl der errechneten Zellsuspension (2 x106 Zellen/ml) wurden in 96-Well-Platten 
pipettiert. Dazu wurden überall 100 µl Medium pipettiert. Die 96-Well-Platten wurden 48 
h im Brutschrank (37°C) inkubiert. Nach zwei Tagen wurden die Platten zentrifugiert und 
100 µl der Überstände in neue 96-Well-Platten pipettiert, die bis zur Zytokinbestimmung 
bei -20°C aufbewahrt wurden. In den verbliebenen Wells der 96-Well-Platten wurde die 
Zellproliferation bestimmt. 
Nach der Entnahme des Gehirns wurde dieses in eine dafür vorgesehene Gehirnform gelegt 
und mit Rasierklingen quer in drei Teile durchtrennt. Dann wurden die folgenden 
Gehirnregionen entnommen: Bulbus olfactori, Cerebellum, Mesencephalon, Pons, Medulla 
oblongata, Hypothalamus, Thalamus, Hippocampus, präfrontaler Cortex und Lobus 
temporalis. Die Gehirnregionen wurden in linke und rechte Hälften getrennt, in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bis zur Zytokin- und Monaminbestimmung bei -80°C 
gelagert. 
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3.5 Bestimmung der Zellproliferation 
 
Zur Bestimmung der Zellproliferation wurden kommerziell erhältliche kolorimetrische 
Zellproliferationsassays verwendet. Bei diesen 1-Schritt-Assays wurden die beiden 
Reagenzien MTS (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium) und PMS (Phenazin Methosulfat) gemischt und die so 
entstehende stabile wässrige Lösung auf die Zellkultur gegeben und 4 Stunden inkubiert. 
Durch Dehydrogenasen metabolisch aktiver Zellen wurden die gelben MTS 
Tetrazoliumsalze zu Formazan (blau bis schwarz) reduziert. PMS fungierte dabei als 
Elektronen-bindendes Reagenz. Mit dem ELISA-Reader wurde die optische Dichte bei 
490 nm bestimmt. Die so gemessene Absorption entspricht der Menge des gebildeten 
löslichen Formazanproduktes und ist dadurch direkt proportional zur Anzahl lebender 
Zellen in der Kultur. 
 
3.6 Corticosteron-, Adrenalin- und Noradrenalin-
Radioimmunoassays 
 
Die im Blutplasma vorhandenen Konzentrationen an Corticosteron, Adrenalin und 
Noradrenalin wurden anhand von kommerziell erhältlichen Radioimmunoassays (RIA) 
bestimmt. Zur Messung der Corticosteron-Konzentrationen im Plasma wurde ein RIA mit 
einer Detektionsgrenze von 7,7 ng/ml verwendet. Zum Nachweis von Adrenalin und 
Noradrenalin wurde ein hochsensitiver KatCombi-RIA mit einer Detektionsgrenze von 8 
pg/ml für Adrenalin bzw. 24 pg/ml für Noradrenalin verwendet. 
 
3.7 Zytokinbestimmung in Lymphknoten-Zell-Überständen 
 
In den Zellüberständen drainierender Lymphknoten wurden mithilfe des Luminex 100 IS 
Systems die Konzentrationen der Zytokine IL-6, IL-1β, IL-10, TNF und IFN-γ bestimmt. 
Dafür wurden Multiplex Assay Kits (LincoPlex) verwendet. 
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3.8 Neurochemische Analyse der Neurotransmitter und ihrer 
Metaboliten in verschiedenen Hirnarealen 
 
Die Konzentrationen von Noradrenalin, Serotonin, Dopamin und ihrer Metaboliten in 
verschiedenen Hirnarealen (Pons, Medulla oblongata, Hypothalamus) wurden mittels High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) bestimmt. Dazu wurden die in flüssigem 
Stickstoff eingefrorenen Gehirnareale gewogen, 1:20 mit Perchlorsäure verdünnt und 
zentrifugiert. 20 µl der Überstände (= 1 mg Probenmaterial) wurden in das HPLC-System 
appliziert. Das HPLC-System bestand aus einer dualen Kolbenpumpe (Modell P580), 
einem Autosampler (Modell AS-2000A) und einer „reversed-phase“ Säule (Modell 
Supelcosil™ LC-18; Länge und innerer Durchmesser 150 x 4,6 mm; Partikelgröße 5 µm), 
die als stationäre Phase diente und durch einen Säulenofen konstant bei 32°C gehalten 
wurde. Außerdem wurde ein hoch sensitiver Fluoreszenz-Detektor (Modell DECADE, 
Exzitation 270 nm, Emission 310 nm) verwendet. Die mobile Phase (Eluent A 2.1.5) 
bestand aus 0,1 M Na2HPO4; 0,08 mM EDTA; 0,015 mM n-Octyl-Sulfat und 7,5% 
Acetonitril und die Fließgeschwindigkeit betrug 0,5 ml/min. Die folgenden Substanzen 
wurden quantifiziert: Noradrenalin (Retentionszeit 7,97 min), 3-Methoxy-4-Hydroxy-
Phenyl Ethylene-Glycol (MHPG, Retentionszeit 10,05 min), Dopamin (Retentionszeit 9,33 
min), Serotonin (Retentionszeit 20,77 min) und 5-HIAA (Retentionszeit 41,61 min). Für 
die Quantifizierung wurde das Programm Chromeleon (V.6.01, Dionex, Sunnyvale, CA, 
USA) verwendet. 
 
3.9 Bestimmung der Zytokin mRNA Level in verschiedenen 
Hirnarealen 
 
Die RNA-Extraktion, reverse Transkription, RT-PCR und relative Quantifizierung der 
PCR-Produkte wurden in Marburg durchgeführt. Für die Gewinnung von RNA aus 
verschiedenen Hirnregionen wurde unter Verwendung des TRIzol Reagens nach dem 
Standardprotokoll von Chomczynski (37) verfahren. Die RNA wurde mit 2 U DNaseI in 
10x Y+/Tango Puffer behandelt und anschließend unter Verwendung eines RNeasy Mini 
Kits nach dem vom Hersteller beigelegten Protokoll aufgereinigt und in 30 µl RNase 
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freiem Wasser eluiert. Die reverse Transkription wurde mit 1 µg RNA unter Verwendung 
der 40 U MMLV reversen Transkriptase und 0,5 mg/ml oligop(dT) 12-18 Primern in 
einem Volumen von 20 µl für 60 min bei 42 °C und für 15 min bei 70°C durchgeführt. 
Anschließend wurde die Real-time PCR in einem Volumen von 25 µl mithilfe des MX 
3000P Detektionssystems durchgeführt. Der Master Mix bestand aus folgenden 
Reagenzien: 12,5 µl 2x PCR Puffer; die Nukleotide dATP; dCTP; dGTP (200 µM jedes); 
400 µM dUTP; 1,0 µl 25 mM MgCl2; 0,625 U AmpliTaqGold; 0,25 U Uracil- DNA-
Glycosylase; 200 nM jedes Primers; 100 nM der zugehörigen Probe und dem 
Referenzfarbstoff Rox in einer Endkonzentration von 300 nM. 21 µl des Master Mixes und 
4 µl cDNA wurden zu jedem Well der 96-Well-Platte hinzugefügt. Alle PCR-Reaktionen 
wurden 2-4 Mal unter den folgenden Bedingungen durchgeführt: beginnend mit 2 min 
50°C und 10 min 95°C, gefolgt von 40 Zyklen 15 sek 95°C und 1 min 60°C. Der 
Mittelwert der PCR-Reaktion war das Messergebnis für jede Probe. Die Primer und 
Fluorochrom-markierten Sonden wurden mit dem Programm Primer Express (PE Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) konstruiert oder wurden bereits veröffentlicht. 
Folgende Primer und Sonden wurden verwendet: für IL-1 (Zugangsnummer E05490): 
ACCCAAGCACCTTCTTTTCCTT (forward Primer), TGCAGCTGTCTAATGGGA-
ACAT (reverse Primer) und TCTTTGAAGAAGAGCCCGTCCTCTGTGACT 
(fluoreszent-markierte Sonde); für IL-6 (Zugangsnummer NM_012589): GACAGT-
GCATCATCGCTGTTCATA (forward Primer), AGTCGGAGGCTTAATTACATA-
TGTTC (reverse Primer) und CAGAATTGCCATTGCACAACTCTTTTCTCATTT 
(fluoreszent-markierte Sonde); für TNF (Zugangsnummer X66539): GGTGATCGG-
TCCCAACAAGGA (forward Primer), CACGCTGGCTCAGCCACTC (reverse Primer) 
und TGGCCCAGACCCTCACACTCAGATCA (fluoreszent-markierte Sonde) und für das 
Referenzgen (House Keeping Gen) RPL32 (Zugangsnummer X06483): TGTCCT-
CTAAGAACCGAAAAGCC (forward Primer), CGTTGGGATTGGTGACTCTGA 
(reverse Primer) und TCGTAGAAAGAGCAGCACAGCTGGCC (fluoreszent-markierte 
Sonde). Die Auswertung erfolgte nach der ∆∆CT-Methode (148), die dazu dient die 
relative Genexpression zu berechnen. Die Zytokin mRNA Level jeder Probe wurden auf 
das Referenzgen RPL32 normalisiert. Die bei Kontrolltieren (NaCl-Injektion) erhaltenen 
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Werte wurden auf 1.0 gesetzt und Werte der immunisierten Tiere sind als Verhältnis der 
Genexpression in Relation zu den Werten der Kontrolltiere dargestellt. 
 
3.10 Bestimmung des Differentialblutbildes und der 
Lymphozyten-Subpopulationen 
 
Mittels eines Durchflusszytometers (FACSCalibur) und fluoreszierender 
Antikörpermarkierung wurde aus dem Vollblut jedes Versuchstieres ein 
Differentialblutbild erstellt. Zur Bestimmung des Prozentsatzes an Lymphozyten bzw. 
Granulozyten, Monozyten und eosinophilen Granulozyten wurde sowohl der PE-
konjugierte monoklonale mouse anti-rat CD45 Antikörper (OX-1, Lymphozyten) als auch 
der FITC-konjugierte monoklonale mouse anti-rat CD172a Antikörper (ED9, myeloide 
Zellen = Monozyten, Granulozyten) verwendet. Dazu wurden zu 20 µl Gesamtblut 50 µl 
FACS-Puffer, 2 µl OX-1 und 1,5 µl ED9 pipettiert und 20 min im Dunkeln bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde in jedes Probenröhrchen 0,5 ml frisch 
angesetzter FACS-Lysepuffer gegeben und die Proben weitere 10 min inkubiert. Danach 
wurde 1 ml FACS-Puffer hinzugefügt und die Zellen sofort am Durchflusszytometer 
gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe des Programms Cell Quest (V.1.2, 
Becton Dickinson Immunocytometry Systems, USA). Die Zahl der Monozyten und 
Granulozyten wurde anhand der Größe bzw. Granularität bestimmt. 
Auch die Lymphozyten-Subpopulationen wurden mittels der Durchflusszytometrie 
bestimmt. Dafür wurden der monoklonale PE-konjugierte mouse anti-rat CD3 Antikörper 
(G4.18, T-Zellen) und folgende monoklonale FITC-konjugierte Antikörper verwendet: 
mouse anti-rat CD4 Antikörper (OX-38, CD4+ T-Zellen), mouse anti-rat CD8 Antikörper 
(OX-8, CD8+ T-Zellen), mouse anti-rat CD161a Antikörper (10/78, NK-Zellen) und mouse 
anti-rat CD45RA Antikörper (= B220, OX-33, B-Zellen). Zu jeweils 20 µl Gesamtblut 
wurden entweder 2µl G4.18 und 2,5 µl OX-38 (zur Th-Zellen-Bestimmung) oder 2µl 
G4.18 und 1,5 µl OX-8 (zur Bestimmung zytotoxischer T-Zellen) oder 2µl G4.18 und 2,5 
µl 10/78 (zur NK-Zell-Bestimmung) oder 2 µl OX-33 (B-Zellen) pipettiert. Dann wurden 
die Proben in jeweils 50 µl FACS-Puffer 15 min im Dunkeln inkubiert. Anschließend 
wurde zur Lyse der Erythrozyten 1 ml Lyse-Puffer hinzugegeben und die Proben erneut 10 
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min bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert, 
gewaschen und erneut zentrifugiert. Dann wurden die Zellen mit 250 µl Fixativ (500 ml 
PBS, 5 g Paraformaldehyd) fixiert. Zur Identifizierung der Lymphozyten-Subpopulationen 
wurde ebenfalls das Programm Cell Quest genutzt. Auf diese Weise konnten folgende 
Subpopulationen identifiziert werden: Th-Zellen (CD3+/CD4+), zytotoxische T-Zellen 
(CD3+/CD8+), NK-Zellen (CD3-/CD161a+) und B-Zellen (CD45RA+). 
 
3.11 Histochemische Verfahren 
3.11.1 Histologischer Arthritis-Schweregrad 
 
Zur histologischen Beurteilung des Arthritis-Schweregrades wurden Hämalaun-Eosin-
Färbungen (HE-Färbungen) der in TissueTek eingefrorenen Pfoten der an den Tagen 0, 5, 
14, 28, 41 und 55 getöteten DA Ratten angefertigt. Dazu wurden 10 µm dicke Schnitte der 
Präparate auf Objektträger gebracht und eine halbe Stunde an der Luft getrocknet. Dann 
wurden die Gefrierschnitte 3 min in Hämalaun inkubiert und anschließend 3 min unter 
fließendem Leitungswasser gebläut. Der Farbstoff Hämalaun färbt die Zellkerne intensiv 
blau. Danach wurden die Schnitte 30 sek in wässrige Eosin-Lösung getaucht, die das 
Zytoplasma rot gegenfärbt, und anschließend wurden die Präparate durch eine aufsteigende 
Alkoholreihe entwässert. Zum Entfernen des Alkohols wurden die Schnitte nun für 3 min 
in Xylol gegeben und anschließend mit Entellan eingedeckelt. 
Um den histologischen Arthritis-Schweregrad der Pfoten zu bestimmen, wurden pro Tier 
2-4 Gelenke hinsichtlich der Immunzell-Infiltration in das Gelenk, der Immunzell-
Infiltration in das umgebende Gewebe, der Knorpelerosion und der Knochenerosion 
beurteilt. Die Immunzell-Infiltration des Gelenkes bzw. des umgebenden Gewebes wurden 
auf einer Punkteskala von 0-4 bewertet, wobei 0 keine Infiltration und 4 eine maximale 
Infiltration bedeutet. Auch für die Knorpel- und Knochenerosion wurden jeweils 0-4 
Punkte vergeben, wobei 0 keine Erosion und 4 die maximale Zerstörung des Knorpels 
bzw. des Knochens bedeutete. Insgesamt wurde ein maximaler, histologischer Arthritis 
Score von 16 Punkten pro Gelenk vergeben. 
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3.11.2 Fluoreszenzfärbung und Quantifizierung von Nervenfasern 
 
Tyrosinhydroxylase-Fluoreszenzfärbung 
Zur Quantifizierung sympathischer Nervenfasern in den Gelenkregionen wurden 
Tyrosinhydroxylase-Färbungen der Pfoten der an den Tagen 0, 5, 14, 28, 41 und 55 
getöteten DA Ratten durchgeführt. Die Tyrosinhydroxylase (TH) katalysiert die 
Umwandlung der Aminosäure L-Tyrosin in die Aminosäure L-Dopa, aus der in weiteren 
enzymatischen Schritten die Katecholamine hervorgehen. Dieser erste TH-vermittelte 
Schritt ist der geschwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritt der Bisynthese der 
Katecholamine. 
Für die TH-Färbung wurden die Pfoten-Präparate der an den Tagen 0, 5, 14, 28, 41 und 55 
getöteten Tiere 12 µm dick geschnitten, auf Objektträger gebracht und eine halbe Stunde 
an der Luft getrocknet. Um später das Verlaufen der aufgetragenen Lösungen zu 
vermeiden, wurden die Schnitte mit einem Fettstift umkreist und anschließend 10 min in 
PBS gewaschen. Daraufhin wurde auf jeden Schnitt zur Absättigung unspezifischer 
Bindungen eine Blocklösung aus BSA, FCS und Ziegenserum aufgetragen und 45 min 
inkubiert. Nach dem Abschütteln der Blocklösung wurden die Schnitte 10 min in PBS 
gewaschen, bevor auf jeden Schnitt 150 µl der Primärantikörper-Lösung (rabbit anti-
Tyrosine Hydroxylase, polyklonal, Verdünnung 1:100) pipettiert wurde. Die Schnitte 
wurden mit dem Primärantikörper über Nacht inkubiert. Bei der Negativkontrolle wurde 
anstelle der Primärantikörper-Lösung nur der Antikörperpuffer verwendet. Am nächsten 
Tag wurden die Schnitte 10 min in PBS und Triton (0,3%) und 5 min in PBS gewaschen 
(Negativkontrollen getrennt von den restlichen Schnitten), bevor auf jeden Schnitt 150 µl 
Sekundärantikörper-Lösung (goat anti-rabbit IgG, 2 mg/ml, Verdünnung 1:500) pipettiert 
wurde. Die Schnitte mit dem Sekundärantikörper wurden bei Dunkelheit 90 min inkubiert. 
Abschließend wurden die Schnitte erneut 10 min in PBS und Triton (0,3%) und 5 min in 
PBS gewaschen und mit Fluorescent Mounting Medium eingedeckt. Bis zur Auswertung 
innerhalb der darauf folgenden Woche wurden die Objektträger dunkel und im 
Kühlschrank bei 4°C gelagert. 
Am Fluoreszenzmikroskop wurden bei 400-facher Vergrößerung die TH-positiven 
Nervenfasern mit einer Länge von mindestens 50µm gezählt. Dabei wurden 12 
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Gesichtfelder pro Gelenkregion ausgezählt und pro Pfote die folgenden Regionen 
berücksichtigt: Finger-Zehen-Region, Mittelhand-Mittelfuß-Region und Sprunggelenk-
Region. Auf diese Weise wurden die Nervenfasern von mindestens 4 Ratten je Zeitpunkt 
erfasst. Die Ergebnisse sind in Nervenfasern je mm2 angegeben. 
 
Substanz P- Fluoreszenzfärbung 
Zur Quantifizierung sensibler Nervenfasern in den Gelenkregionen der Pfoten der an den 
Tagen 0, 5, 14, 28, 41 und 55 getöteten DA Ratten wurden Substanz P (SP)-Färbungen der 
Pfoten durchgeführt. Die Färbung erfolgte nach demselben Protokoll wie die TH-
Immunhistochemie. Jedoch anstelle des TH-Antikörpers wurde der goat anti-Substanz P-
Primärantikörper (polyklonal, Verdünnung 1:50) und anstelle des o.g. Sekundärantikörpers 
wurde der rabbit anti-goat-Sekundärantikörper (Verdünnung 1:500) verwendet. Auch die 
Auszählung SP-positiver Nervenfasern erfolgte auf dieselbe Weise wie die Auszählung 
TH-positiver Nervenfasern. Die Ergebnisse sind in Nervenfasern je mm2 angegeben. 
 
3.11.3 Sudan III Färbung der Nebennieren 
 
Zur Färbung des Cholesterins in der Nebennierenrinde wurden Sudan III Färbungen der 
Nebennieren durchgeführt. Dazu wurden die in TissueTek eingefrorenen Nebennieren 5 
µm dick geschnitten und die Schnitte auf Objektträger gebracht und eine halbe Stunde an 
der Luft getrocknet. Anschließend wurden die Schnitte 10 min in TBS rehydriert, kurz 
abgeklopft und 20 min in der Sudan III Lösung inkubiert. Die Schnitte wurden in Wasser 
gespült und mit Aqueous Mounting Medium eingedeckt. 
Bei 200-facher Vergrößerung wurden am Mikroskop pro Tier 5 Bilder der 
Nebennierenrinde aufgenommen und mittels der Software MetaView (Version 5.0r1, 
Universal Imaging Corp., Downingtown, PA, USA) der prozentuale Anteil der positiv 
gefärbten Fläche an der gesamten Nebennierenrindenfläche, also ein relativer Flächenanteil 
hinsichtlich des Cholesterins, ermittelt. 
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3.11.4 SR-BI Immunhistochemie 
 
Zur Färbung der SR-BI positiven Zellen in der Nebennierenrinde wurden AP-Färbungen 
der Nebennieren durchgeführt (AP = Alkalische Phosphatase). Dazu wurden die in 
TissueTek eingefrorenen Nebennieren 5 µm dick geschnitten und die Schnitte auf 
Objektträger gebracht und eine halbe Stunde an der Luft getrocknet. Anschließend wurden 
die Schnitte mit einem Fettstift umkreist, 10 min in PBS rehydriert, kurz abgeklopft und 
mit der Blocklösung 45 min inkubiert. Nach dem Abschütteln der Blocklösung wurden die 
Schnitte 10 min in PBS gewaschen, bevor auf jeden Schnitt 50 µl der Primärantikörper-
Lösung (rabbit anti-SR-BI, polyklonal, Verdünnung 1:1000) pipettiert wurde. Die Schnitte 
wurden mit dem Primärantikörper 1 h inkubiert. Bei der Negativkontrolle wurde anstelle 
der Primärantikörper-Lösung nur der Antikörperpuffer verwendet. Dann wurden die 
Schnitte 3 Mal 5 min in PBS gewaschen, bevor auf jeden Schnitt 50 µl 
Sekundärantikörper-Lösung (Alkalische Phosphatase-konjugierte goat anti-rabbit IgG, 
Verdünnung 1:100) pipettiert wurde. Die Schnitte wurden mit dem Sekundärantikörper 
wiederum 1 h inkubiert und anschließend 3 Mal 5 min in PBS gewaschen. Danach wurde 
ein Substrat System bestehend aus 4-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat (BCIP) und 
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) mit einem Tropfen Levamisol, welches die 
gewebseigenen alkalischen Phosphatasen inhibiert, gemischt und je 50 µl des Substrates 
auf die Schnitte gegeben. Die an den Sekundärantikörper gekoppelte alkalische 
Phosphathase spaltet Phosphatverbindungen dieses Substrates ab und die so freigesetzten 
Verbindungen reagieren dann zu einem violett-blauen Endprodukt. Die Farbentwicklung 
wurde unter dem Mikroskop beobachtet und nach 8 min gestoppt. Dazu wurden die 
Schnitte abgeklopft und 5 min in PBS gewaschen und anschließend mit Aqueous Mounting 
Medium eingedeckt. Die Auswertung der Färbung am Mikroskop erfolgte auf die gleiche 
Weise wie für die Sudan III Färbung. 
 
3.11.5 Immunzell-Färbung in Schwanzhaut und Lymphknoten 
 
Die Makrophagen-Fluoreszenzfärbung erfolgte in den Lymphknoten und im 
Immunisierungsgebiet der Schwanzhaut. Diese Immunzell-Fluoreszenzfärbungen wurden 
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nach demselben Protokoll wie die Färbung von Nervenfasern durchgeführt. Jedoch wurden 
die Lymphknoten 5 µm dick und die Schwanzhaut 8 µm dick geschnitten. Als 
Primärantikörper gegen Makrophagen wurde der mouse anti-rat Monozyten/Makrophagen 
Antikörper (monoklonal, Verdünnung 1:500) verwendet, während als Sekundärantikörper 
der goat anti-mouse IgG (Verdünnung 1:500) verwendet wurde. 
Bei 400-facher Vergrößerung wurden am Fluoreszenzmikroskop 17 Gesichtsfelder pro 
Tier und Gewebe nach positiv-gefärbten Zellen ausgezählt. Die Ergebnisse sind in positive 
Zellen je mm2 angegeben. 
 
3.12 Statistik 
 
Für die statistische Analyse wurden die Programme SPSS (V.12.0.1, SPSS Inc., Chicago, 
USA) und SigmaStat (V.3.5, Systat Software, Inc., Erkrath, Deutschland) verwendet. Für 
die Erstellung der Graphiken wurde SigmaPlot (V.11.0, Systat Software, Inc., Erkrath, 
Deutschland) und zur Nachbearbeitung der Graphiken wurde CorelDRAW X3 
(V.13.0.0.576, Corel Corp., Unterschleißheim, Deutschland) verwendet. Zum Vergleich 
von je zwei Gruppen (Gruppen Medianwerte) wurde der nichtparametrische Mann-
Whitney-U-Test (MWU-Test) verwendet. Um den Arthritis-Schweregrad zwischen 
verschiedenen Gruppen während der Beobachtungsperiode zu vergleichen, wurde die 
statistische Methode des general linear model angewendet (GLM). Korrelationen wurden 
nach der Spearman Rangkorrelations-Analyse berechnet. Die 
Erkrankungswahrscheinlichkeit der Wistar Ratten wurde in % angegeben und 
Unterschiede zwischen Kontroll- und Stresstieren bezüglich der Prävalenz wurden mittels 
Chi-Quadrat-Test auf Signifikanz getestet. Die Daten sind entweder als Mittelwerte ± 
Standardfehler (SEM) oder als Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. 
Perzentil dargestellt. Unterschiede ab p<0.05 wurden als signifikant erachtet. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Psychosozialer Stress 
 
Dieser Teil der Arbeit wurde in enger Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe der 
Abteilung für Tierphysiologie in Bayreuth (Kerstin Schunke, Doktorandin und Prof. Dr. 
rer. nat. Volker Stefanski) durchgeführt. 
 
4.1.1 Klinischer Arthritis-Schweregrad und Prävalenz 
 
Bei Kontrolltieren und Stresstieren, die 7 Tage einer Resident-Intruder-Konfrontation 
ausgesetzt waren, wurde am vierten Tag der Stressexposition eine CII-Arthritis induziert. 
Beide Gruppen wurden hinsichtlich des Arthritis-Schweregrades und der Prävalenz 
vergleichend untersucht. Bezüglich der Erkrankungswahrscheinlichkeit ergab sich ein 
signifikanter Unterschied zwischen nicht gestressten Kontrolltieren und gestressten Tieren, 
wobei Kontrolltiere (65,6%) häufiger erkrankten als Stresstiere (35,2%) (Abb. 4.1). 
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Abb. 4.1: Arthritis-Prävalenz gestresster und nicht gestresster Wistar Ratten. Kontrolltiere entwickelten 
häufiger eine CIA als gestresste Tiere. (Chi-Quadrat-Test) 
 
ERGEBNISSE 
 55 
Des Weiteren entwickelten Kontrolltiere eine Arthritis mit stärkerer Ausprägung als 
Stresstiere. Im Arthritisverlauf ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den 
Gruppen (Abb. 4.2). Hinsichtlich des Zeitpunktes, an dem die Symptome erstmalig 
auftraten, konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt 
werden. 
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Abb. 4.2: Klinischer Arthritis-Schweregrad der Kontroll- bzw. Stresstiere. Im Arthritisverlauf hatten 
Kontrolltiere (n = 22) einen signifikant höheren Arthritis-Score als Stresstiere (n = 17). Werte sind 
Mittelwerte ± SEM, (GLM). 
 
4.1.2 Plasma-Corticosteron 
 
Zu verschiedenen Zeitpunkten (basal vor der Stressexposition und an den Tagen 0, 4, 7 und 
14 nach Arthritisinduktion) wurde den Wistar Ratten Blut aus der Schwanzvene 
entnommen und Corticosteron im Plasma bestimmt. Alle hierfür untersuchten Tiere 
wurden mit CII in IFA immunisiert. Einige der Tiere entwickelten im weiteren Verlauf 
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eine Arthritis, andere Tiere erkrankten nicht. Interessanterweise ergaben sich weder im 
Vergleich der nicht gestressten und gestressten Tiere noch im Vergleich der im späteren 
Verlauf (ab Tag 14 erste Symptome) arthritisch werdenden und nicht arthritisch werdenden 
Tiere signifikante Unterschiede. Lediglich am Tag 7 nach Arthritisinduktion konnte 
signifikant weniger Plasma-Corticosteron bei den gestressten Tieren im Vergleich zu den 
nicht gestressten Kontrolltieren nachgewiesen werden (Abb. 4.3). 
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Abb. 4.3: Plasma-Corticosteron-Konzentrationen gestresster (n = 34) und nicht gestresster Wistar Ratten (n = 
32). Am Tag 7 war die Plasma-Corticosteron-Konzentration bei Stresstieren signifikant geringer als bei 
Kontrolltieren. BW = Basalwert, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentil, (MWU-
Test). 
 
4.1.3 Immunzellen in der Zirkulation 
 
Die Ergebnisse der Untersuchungen verschiedener Immumzellpopulationen im Blut sind 
Bestandteil der Doktorarbeit von Kerstin Schunke (Bayreuth) und werden hier deshalb nur 
kurz in Textform beschrieben. Zu verschiedenen Zeitpunkten (basal vor der 
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Stressexposition und an den Tagen 0, 4, 7 und 14 nach Arthritisinduktion) wurden bei 
gestressten und nicht gestressten Wistar Ratten die Immunzellen in der Zirkulation 
bestimmt. Alle hierfür untersuchten Tiere wurden mit CII in IFA immunisiert. Bezüglich 
der Granulozyten und Monozyten ergaben sich signifikante Unterschiede (p < 0.001) 
zwischen gestressten (n = 34) und nicht gestressten Tieren (n = 32). Die Zahl sowohl der 
Granulozyten als auch der Monozyten war bei Stresstieren an den Tagen 0, 4 und 7 nach 
Arthritisinduktion signifikant höher als bei Kontrolltieren. Im Gegensatz dazu waren 
hinsichtlich der B-Zell-Subpopulation keine Unterschiede zwischen den Gruppen 
nachweisbar. Jedoch ergaben sich bezüglich der T-Zell-Subpopulationen wiederum 
signifikante Unterschiede (p < 0.05) zwischen den Gruppen. Dabei hatten Stresstiere an 
den Tagen 0, 4 und 14 nach Arthritisinduktion eine signifikant geringere Anzahl 
zytotoxischer T-Zellen im Blut als nicht gestresste Kontrolltiere. Zudem war die Zahl der 
Th-Zellen bei Stresstieren an den Tagen 0, 7 und 14 signifikant niedriger als bei 
Kontrolltieren. 
 
4.1.4 Immunzellen im Injektionsgebiet der Schwanzhaut 
 
Vor der Stressexposition und an den Tagen 4 und 14 nach Arthritisinduktion wurden 
sowohl gestresste als auch nicht gestresste Wistar Ratten getötet und Schwanzhaut des 
Immunisierungsgebietes entnommen. Die Schwanzhaut wurde im Kollagen-Injektions-
Gebiet hinsichtlich eingewanderter Makrophagen untersucht. Dabei ergaben sich 
signifikante Unterschiede zwischen den nicht immunisierten Tieren (Basalwerte), den 
Stresstieren und den nicht gestressten Kontrolltieren (Abb. 4.4). Im Vergleich zu den 
Basalwerten nicht immunisierter Tiere war die Makrophagenzahl im Immunisierungsgebiet 
gestresster und nicht gestresster Tiere zu allen Zeitpunkten (Tag 4 und 14) signifikant 
höher (Abb. 4.4). Außerdem bestanden hinsichtlich der Zahl positiv gefärbter Zellen 
signifikante Unterschiede zwischen den nicht gestressten Kontrolltieren und den 
Stresstieren, wobei bei Kontrolltieren am Tag 14 signifikant mehr Makrophagen im 
Injektionsgebiet der Schwanzhaut nachweisbar waren als bei Stresstieren am Tag 4 und 14 
(Abb. 4.4). 
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Abb. 4.4: Makrophagen im Kollagen-Injektionsgebiet der Schwanzhaut. Bei Kontrolltieren war die Zahl der 
Makrophagen am Tag 14 signifikant höher als bei Stresstieren am Tag 4 und 14. basal = nicht immunisierte 
Tiere (n = 4), Kontrolltiere (Tag 4: n = 10, Tag 14: n = 7), Stresstiere (Tag 4: n = 7, Tag 14: n = 8), Box-Plots 
mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentil, (MWU-Test). 
 
4.1.5 Immunzellen in den Lymphknoten 
 
Vor der Stressexposition und an den Tagen 4 und 14 nach Arthritisinduktion wurden 
sowohl gestresste als auch nicht gestresste Wistar Ratten getötet und die Lymphknoten 
entnommen. Die Lymphknoten wurden hinsichtlich der Makrophagen untersucht. Dabei 
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den nicht immunisierten Tieren 
(Basalwerte), den Stresstieren und den nicht gestressten Kontrolltieren (Abb. 4.5). 
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Abb. 4.5: Makrophagen in den Lymphknoten gestresster und nicht gestresster Wistar Ratten. Es waren keine 
Unterschiede zwischen den Kontroll- und Stresstieren nachweisbar. basal = nicht immunisierte Tiere (n = 3), 
Kontrolltiere (Tag 4: n = 10, Tag 14: n = 4), Stress = Stresstiere (Tag 4: n = 7, Tag 14: n = 5), Box-Plots mit 
10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentil, (MWU-Test). 
 
4.1.6 Quintessenz 
 
Die Ergebnisse haben gezeigt, dass psychosozialer Stress durch Dauerkonfrontation bei 
männlichen Wistar Ratten die Suszeptibilität für eine CIA reduzierte und außerdem zu 
einer verminderten Arthritisausprägung führte. So entwickelten Kontrolltiere häufiger eine 
Arthritis als Stresstiere und erkrankte Stresstiere hatten einen geringeren Arthritis-
Schweregrad als erkrankte Kontrolltiere. Des Weiteren wurde gezeigt, dass psychosozialer 
Stress bei immunisierten Wistar Ratten zu einer erhöhten Zahl zirkulierender Granulozyten 
und Monozyten führte, wohingegen die Level zytotoxischer T-Zellen und Th-Zellen bei 
gestressten Tieren signifikant geringer waren als bei nicht gestressten Tieren. Im 
Gegensatz zu den erhöhten Monozyten-Spiegeln im Blut war die Zahl der 
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Gewebsmakrophagen im Kollagen-Injektionsgebiet der Schwanzhaut bei Stresstieren 
deutlich geringer als bei Kontrolltieren. Interessanterweise unterschieden sich die Plasma-
Corticosteron-Konzentrationen der Stresstiere nicht von denen der Kontrolltiere. 
 
4.2 Zentrale Zytokine und Monamine 
 
Dieser Teil der Arbeit wurde in enger Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe der 
Abteilung für Immunophysiologie in Marburg (Dr. rer. nat. Johannes Wildmann, Prof. Dr. 
phil. Adriana del Rey und Prof. Dr. med. Hugo O. Besedovsky) durchgeführt. Die diesem 
Teil zugrunde liegende Publikation befindet sich im Anhang. 
 
4.2.1 Klinischer und histologischer Arthritis-Schweregrad 
 
Die nächsten Abbildungen zeigen den klinischen (Abb. 4.6) und histologischen (Abb. 4.7) 
Arthritis-Schweregrad weiblicher DA Ratten, die mit CII in IFA immunisiert wurden. 
Erste klinische und histologische Symptome entwickelten sich zwischen dem Tag 14 und 
20 nach Arthritisinduktion. Stärkste Symptome waren sowohl im klinischen als auch im 
histologischen Score zwischen dem Tag 25 und 55 zu beobachten. Kontrolltiere, die nur 
CII, IFA oder NaCl injiziert bekamen, zeigten keinerlei klinische bzw. histologische 
Arthritis-Symptome (Daten nicht gezeigt). Beispiele für histologische Veränderungen im 
Verlauf der Arthritis sind in der Abb. 4.8 dargestellt. Diese HE-Färbungen zeigen sowohl 
die Immunzell-Infiltrationen in den Gelenkspalt und in das umgebende Gewebe am Tag 28 
als auch die fortgeschrittene Knorpel- und Knochendestruktion am Tag 55 nach Induktion 
der Arthritis. 
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Abb. 4.6: Klinische Beurteilung des Arthritis-Schweregrades bei immunisierten DA Ratten. Erste Symptome 
zeigten sich zwischen dem Tag 14 und 20 und eine schwere Arthritis-Symptomatik konnte ab Tag 21 
beobachtet werden. Werte sind Mittelwerte ± SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt bei einem Maximal-Score 
von 16 Punkten je Tier. 
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Abb. 4.7: Histologische Beurteilung des Arthritis-Schweregrades bei immunisierten DA Ratten. Erste 
Symptome zeigten sich zwischen dem Tag 14 und 20 und eine schwere Arthritis-Symptomatik konnte ab Tag 
21 beobachtet werden. Werte sind Mittelwerte ± SEM von 5-6 Tieren je Zeitpunkt bei einem Maximal-Score 
von 16 Punkten je Tier. 
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Abb. 4.8: Repräsentative HE-Färbungen der Gelenkregionen immunisierter DA Ratten. A, B: Am Tag 0 (A) 
und Tag 5 (B) sind keine histologischen Arthritis-Symptome erkennbar. Die Gelenke sind intakt und weisen 
keine Immunzell-Infiltration oder Knochen-Knorpel-Destruktion auf. C: Am Tag 28 ist die Immunzell-
Infiltration deutlich sichtbar (Pfeile). D: Am Tag 55 ist die Zellinfiltration und Ausbildung des Pannus-
Gewebes (schwarze Pfeile) aber auch die Knochen- und Knorpel-Destruktion (blauer Pfeil) deutlich 
erkennbar, (200-fache Vergrößerung). 
 
4.2.2 Zytokine in der Peripherie 
 
Zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, 5, 14, 28, 41, 55) wurden die DA Ratten getötet. In 
den Überständen der Zellen drainierender Lymphknoten wurden die Konzentrationen 
verschiedener Zytokine bestimmt. Bei Ratten der CII + IFA Gruppe nahm die ex vivo 
Produktion von TNF (Abb. 4.9) und IFN-γ (Abb. 4.10) im Verlauf der CIA progressiv zu, 
während die Produktion von IL-1β (Abb. 4.11) nur in der asymptomatischen Phase 
maximal erhöht war. Die Produktion von IL-10 in vitro war sowohl am Tag 5 als auch an 
den Tagen 41 und 55 signifikant erhöht (Abb. 4.12). In den Kontrollgruppen (CII, IFA, 
NaCl) waren keine Veränderungen der ex vivo Produktion aller Zytokine nachweisbar. 
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Abb. 4.9: TNF-Konzentration in den Überständen drainierender Lymphknotenzellen. Verglichen mit der 
Kontrollgruppe war die ex vivo Produktion von TNF bei CIA-Ratten zu allen Zeitpunkten signifikant erhöht. 
Werte sind Mittelwerte ± SEM von 7-9 Tiere je Zeitpunkt und Gruppe, (MWU-Test). 
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Abb. 4.10: IFN-γ Konzentration in den Überständen drainierender Lymphknotenzellen. Verglichen mit der 
Kontrollgruppe war die ex vivo Produktion von IFN-γ bei CIA-Ratten vom Tag 28-55 signifikant erhöht. 
Werte sind Mittelwerte ± SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWU-Test). 
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Abb. 4.11: IL-1β Konzentration in den Überständen drainierender Lymphknotenzellen. Verglichen mit der 
Kontrollgruppe war die ex vivo Produktion von IL-1β bei CIA-Ratten nur an den Tagen 5-14 signifikant 
erhöht. Werte sind Mittelwerte ± SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWU-Test). 
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Abb. 4.12: IL-10 Konzentration in den Überständen drainierender Lymphknotenzellen. Verglichen mit der 
Kontrollgruppe war die ex vivo Produktion von IL-10 bei CIA-Ratten am Tag 5 und an den Tagen 41-55 
signifikant erhöht. Werte sind Mittelwerte ± SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWU-Test). 
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4.2.3 Plasma-Corticosteron 
 
Von den an den Tagen 0, 5, 14, 28, 41 und 55 getöteten Ratten wurden die Plasma-
Corticosteron-Konzentrationen bestimmt. Ein signifikanter Unterschied des Plasma-
Corticosterons wurde am Tag 5 nach Arthritisinduktion beobachtet, wobei die 
Corticosteron-Konzentration bei den CIA-Ratten deutlich höher war als bei den 
Kontrolltieren (Abb. 4.13). Im weiteren Arthritisverlauf sanken die Corticosteron-Spiegel 
der CIA-Ratten unter die Ausgangswerte (inadäquate Sekretion). 
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Abb. 4.13: Plasma-Corticosteron-Konzentrationen bei immunisierten Ratten und Kontrollen. Bei 
immunisierten Tieren war die Corticosteron-Konzentration lediglich am Tag 5 signifikant höher als bei 
Kontrolltieren. 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. 
Perzentil, (MWU-Test). 
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4.2.4 Plasma-Adrenalin und -Noradrenalin 
 
Des Weiteren wurden die Plasma-Katecholamin-Konzentrationen bestimmt. Während die 
Plasma-Adrenalin-Spiegel immunisierter Ratten an den Tagen 14-28 signifikant höher 
waren als die der Kontrolltiere (Abb. 4.14), konnte nur ein kleiner Anstieg der Plasma-
Noradrenalin-Spiegel bei arthritischen Ratten beobachtet werden (Abb. 4.15). 
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Abb. 4.14: Plasma-Adrenalin-Konzentrationen bei immunisierten Ratten und Kontrollen. Bei immunisierten 
Tieren war die Adrenalin-Konzentration an den Tagen 14-28 signifikant höher als bei Kontrolltieren. 6 Tiere 
je Gruppe und Zeitpunkt, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentil, (MWU-Test). 
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Abb. 4.15: Plasma-Noradrenalin-Konzentrationen bei immunisierten Ratten und Kontrollen. Bei 
immunisierten Tieren war ein geringer Anstieg der Noradrenalin-Konzentration bis zum Tag 28 zu 
beobachten. 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentil, 
(MWU-Test). 
 
4.2.5 Sympathische und sensible Nervenfasern im Synovialgewebe 
 
Die Pfoten von DA-Ratten, die an den Tagen 14, 28, 41 oder 55 nach Injektion von 
physiologischer Kochsalzlösung bzw. CII in IFA getötet wurden, wurden entnommen und 
sowohl sympathische Nervenfasern mittels eines Antikörpers gegen Tyrosin Hydroxylase, 
dem Schlüsselenzym der Katecholamin-Produktion, als auch sensible Nervenfasern mittels 
eines Antikörpers gegen Substanz P, dem Neurotransmitter sensibler Nervenfasern, 
quantitativ bestimmt (Abb. 4.16). Ein Rückgang der Dichte sympathischer Nervenfasern in 
der Gelenkregion war bei immunisierten DA Ratten bereits am Tag 14 nach 
Arthritisinduktion sichtbar, wenn auch das Signifikanzniveau noch nicht erreicht wurde. 
Jedoch vom Tag 28 bis zum Ende des Versuches (Tag 55) wurde eine signifikant 
niedrigere Dichte sympathischer Nervenfasern bei immunisierten Tieren beobachtet (Abb. 
4.16). Bezüglich der Dichte sensibler Nervenfasern in der Gelenkregion ergaben sich im 
Gegensatz dazu keine Unterschiede im Zeitverlauf und zwischen immunisierten und 
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Kontrolltieren (Abb. 4.16). Die Abb. 4.17 zeigt repräsentative Mikrophotographien 
Fluoreszenz-gefärbter sympathischer Nervenfasern eines arthritischen Gelenkes und eines 
normalen Gelenkes bei einer 400-fachen Vergrößerung. 
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Abb. 4.16: Quantifizierung der Dichte sympathischer (links) und sensibler (rechts) Nervenfasern. Im Verlauf 
der Arthritis kommt es zu einem signifikanten Rückgang sympathischer Nervenfasern in der Gelenkregion 
(links), wohingegen die Dichte sensibler Nervenfasern im Krankheitsverlauf unverändert bleibt (rechts). Es 
wurden 18-23 Gelenkregionen von mindestens 4 arthritischen Ratten je Zeitpunkt untersucht und 46 
Gelenkregionen wurden bei 10 Kontrolltieren untersucht. Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 
90. Perzentil, (MWU-Test). 
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Abb. 4.17: Repräsentative Mikrophotographien Fluoreszent-gefärbter sympathischer Nervenfasern 
arthritsicher C,D und gesunder A, B Gelenkregionen. A, B: Die Pfeile weisen auf die sympathischen 
Nervenfasern in der Gelenkregion einer gesunden Ratte, wobei A eine Region ohne Gefäße und B eine 
Region mit Gefäßen zeigt. C, D: Bei der arthritischen Ratte waren weder in der Gelenkregion ohne Gefäße 
noch in der gefäßreichen Region sympathische Nervenfasern nachweisbar (400-fache Vergrößerung). 
 
4.2.6 Neurotransmitter und ihre Metaboliten im ZNS 
 
Im Hypothalamus der an den Tagen 0, 5, 14, 28 und 55 getöteten DA Ratten wurden die 
Konzentrationen monaminerger Neurotransmitter und ihrer Metaboliten bestimmt. Dabei 
ergaben sich signifikante Unterschiede (p< 0.05) in der hypothalamischen Noradrenalin-
Konzentration zwischen der Kontrollgruppe und den immunisierten Tieren, wobei bei den 
immunisierten Tieren in der symptomatischen Phase der Arthritis (Tag 28-55) eine 
signifikant höhere hypothalamische Noradrenalin-Konzentration nachweisbar war als bei 
den Kontrollen (Abb. 4.18). Die Abb. 4.19 zeigt, dass auch die hypothalamischen 
Serotonin-Spiegel bei immunisierten Tieren am Tag 55 signifikant höher waren als bei den 
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Kontrolltieren. Bezüglich der Konzentrationen von Dopamin, MHPG und 5-HIAA im 
Hypothalamus ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den immunisierten 
Tieren und den Kontrolltieren. Auch konnten keine Veränderungen in der Konzentration 
der Neurotransmitter und ihrer Metaboliten in den anderen untersuchten Hirnarealen  
nachgewiesen werden (Pons und Medulla oblongata). 
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Abb. 4.18: Noradrenalin-Konzentration im Hypothalamus bei immunisierten Ratten und Kontrollen. Bei 
immunisierten Tieren zeigte sich in der symptomatischen Phase ein signifikanter Anstieg der Noradrenalin-
Konzentration. Insgesamt 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 
90. Perzentil, (MWU-Test). 
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Abb. 4.19: Serotonin-Konzentration im Hypothalamus bei immunisierten Ratten und Kontrollen. Bei 
immunisierten Tieren zeigte sich am Tag 55 ein signifikanter Anstieg der Serotonin-Konzentration. 
Insgesamt 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentil, 
(MWU-Test). 
 
4.2.7 Zytokine im ZNS 
 
Neben den Neurotransmitter-Konzentrationen, die im rechten Teil des Hypothalamus 
bestimmt wurden, wurde in der linken Hälfte des Hypothalamus der an den Tagen 0, 5, 14, 
28 und 55 getöteten DA Ratten die relative Genexpression verschiedener Zytokine 
bestimmt. Dabei waren zu keiner Zeit signifikante Veränderungen in der TNF 
Genexpression nachweisbar (Abb. 4.20). Aber bezüglich der IL-1β Genexpression im 
Hypothalamus ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und 
den immunisierten Tieren, wobei die IL-1β Genexpression nur bei den immunisierten 
Tieren an den Tagen 5 und 14 nach Arthritisinduktion signifikant erhöht war (Abb. 4.21). 
Zudem wurde bei immunisierten Tieren ein signifikanter Anstieg der hypothalamischen 
IL-6 Genexpression am Tag 28 beobachtet (Abb. 4.22). Die Werte sind dargestellt als 
relative Veränderung der Genexpression im Verhältnis zum Grundniveau (Kontrollen). 
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Abb. 4.20: Relative TNF Genexpression im linken Hypothalamus bei arthritischen Tieren und 
Kontrolltieren. Es waren keine signifikanten Veränderungen nachweisbar. Werte sind Mittelwerte ± SEM 
von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWU-Test). 
 
Zeit (Tage nach Arthritisinduktion)
0 10 20 30 40 50 60
IL
-
1β
(re
la
tiv
e
Ve
rä
n
de
ru
n
g
de
r
Ge
ne
xp
re
sio
n)
1
2
3
4
Arthritis
Kontrollep = 0.01
p = 0.01
 
Abb. 4.21: Relative IL-1β Genexpression im linken Hypothalamus bei arthritischen Tieren und 
Kontrolltieren. An den Tagen 5 und 14 war die IL-1β Genexpression bei immunisierten Tieren signifikant 
erhöht. Werte sind Mittelwerte ± SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWU-Test). 
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Abb. 4.22: Relative IL-6 Genexpression im linken Hypothalamus bei arthritischen Tieren und Kontrolltieren. 
Am Tag 28 war die IL-6 Genexpression bei immunisierten Tieren signifikant erhöht. Werte sind Mittelwerte 
± SEM von 7-9 Tieren je Zeitpunkt und Gruppe, (MWU-Test). 
 
4.2.8 Korrelation von IL-1β und Noradrenalin im Hypothalamus 
 
Interessanterweise ergaben sich signifikante Korrelationen zwischen der IL-1β 
Genexpression und der Noradrenalin-Konzentration im Hypothalamus bei den drei 
Kontrollgruppen (NaCl, CII, IFA) (Abb. 4.23 - Abb. 4.25), während bei den arthritischen 
Tieren (CII + IFA) keine solche Korrelation beobachtet werden konnte (Abb. 4.26). Für die 
Berechnung der Korrelation wurden zum einen die Werte der Noradrenalin-
Konzentrationen und zum anderen die Umkehrfunktion der kleinsten Anzahl der Zyklen, 
die nötig sind, um die Expression des Genes nachzuweisen (nach Normalisierung auf das 
Referenzgen, höhere Werte zeigen eine höhere Expression an) verwendet. Dargestellt sind 
die Noradrenalin-Konzentrationen im rechten Hypothalamus und IL-1β Genexpression im 
linken Hypothalamus bei individuellen Ratten der vier Gruppen (NaCl, CII, IFA, CII + 
IFA) (Abb. 4.23 - Abb. 4.26). 
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Abb. 4.23: Noradrenalin-Konzentrationen und IL-1β Genexpression im Hypothalamus bei Ratten der NaCl-
Kontrollgruppe (n = 43). Die lineare Regressionslinie und der zugehörige Spearman Korrelationskoeffizient 
sind dargestellt. 
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Abb. 4.24: Noradrenalin-Konzentrationen und IL-1β Genexpression im Hypothalamus bei Ratten der CII-
Kontrollgruppe (n = 34). Die lineare Regressionslinie und der zugehörige Spearman Korrelationskoeffizient 
sind dargestellt. 
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Abb. 4.25: Noradrenalin-Konzentrationen und IL-1β Genexpression im Hypothalamus bei Ratten der IFA-
Kontrollgruppe (n = 40). Die lineare Regressionslinie und der zugehörige Spearman Korrelationskoeffizient 
sind dargestellt. 
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Abb. 4.26: Noradrenalin-Konzentrationen und IL-1β Genexpression im Hypothalamus bei Ratten der CII + 
IFA immunisierten Tieren (n = 41). Die lineare Regressionslinie und der zugehörige Spearman 
Korrelationskoeffizient sind dargestellt. 
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4.2.9 Zentrale Ausschaltung von Noradrenalin 
 
Aufgrund des beobachteten Anstieges der hypothalamischen Noradrenalin-Konzentration 
während der symptomatischen Phase der Arthritis wurden Experimente durchgeführt, bei 
denen die noradrenergen Neuronen zu verschiedenen Zeiten während der Arthritis (Tag 18 
bzw. Tag 25 nach Induktion der Arthritis) und 14 Tage vor der Arthritisinduktion zentral 
mittels Injektion von 6-OHDA (i.c.v.) ausgeschaltet wurden. Diese Experimente sollten 
zeigen, ob die Depletion zentraler noradrenerger Neuronen einen Effekt auf den Arthritis-
Verlauf hat. Bezüglich des Arthritis-Schweregrades waren jedoch im Vergleich zur 
Kontrolle keine Unterschiede zwischen den Gruppen nachweisbar, bei denen an den Tagen 
18 (Daten nicht gezeigt) bzw. 25 (Abb. 4.27) noradrenerge Neuronen ausgeschaltet 
wurden. Die Gruppe aber, bei der die Noradrenalin-Depletion 14 Tage vor 
Arthritisauslösung durchgeführt wurde, hatte im Zeitverlauf einen signifikant geringeren 
Arthritis-Score als die NaCl-Kontrollgruppe (Abb. 4.28). 
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Abb. 4.27: Eine zentrale Noradrenalin-Depletion (6-OHDA i.c.v., n = 10) am Tag 25 ergab keine 
Veränderung des Arthritis-Schweregrades im Vergleich zu Kontrolltieren (NaCl i.c.v., n = 9). Werte sind 
Mittelwerte ± SEM. 
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Abb. 4.28: Eine zentrale Noradrenalin-Depletion (6-OHDA i.c.v., n = 10) am Tag 14 vor Arthritisinduktion 
ergab einen signifikant geringeren Arthritis-Score im Vergleich zu Kontrolltieren (NaCl i.c.v., n = 10). Werte 
sind Mittelwerte ± SEM, (GLM). 
 
4.2.10 Zentrale Ausschaltung von Serotonin 
 
Da ebenfalls ein Anstieg der hypothalamischen Serotonin-Konzentration in der späten 
symptomatischen Phase der Arthritis beobachtet wurde und ein Effekt (wenn auch nur in 
einem kleinen Zeitfenster von 2 Tagen) der zentralen Noradrenalin-Ausschaltung 14 Tage 
vor Arthritisinduktion nachweisbar war, wurde auch ein Experiment durchgeführt, in dem 
die serotoninergen Neuronen 14 Tage vor der Arthritisinduktion zentral mittels Injektion 
von 5,7-DHT (i.c.v.) ausgeschaltet wurden. Interessanterweise ergaben sich hierbei 
deutliche Unterschiede bezüglich des Arthritis-Schweregrades zwischen den Gruppen, 
(Abb. 4.29). 
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Abb. 4.29: Eine zentrale Serotonin-Depletion (5,7-DHT i.c.v., n = 3) am Tag 14 vor Arthritisinduktion ergab 
einen signifikant geringeren Arthritis-Score im Vergleich zu Kontrolltieren (NaCl i.c.v., n = 5). Werte sind 
Mittelwerte ± SEM, (GLM). 
 
4.2.11 Quintessenz 
 
Die Ergebnisse haben gezeigt, dass bei immunisierten DA Ratten ab dem Tag 21 nach 
Arthritisinduktion bis zum Versuchsende am Tag 55 stärkste Arthritis-Symptome 
auftreten. Ein weiteres Zeichen für das Vorhandensein einer robusten peripheren 
Inflammation bei immunisierten Tieren war die starke periphere Produktion der 
proinflammatorischen Zytokine TNF und IFN-γ in Lymphknotenzellen zu allen 
untersuchten Zeitpunkten während des Krankheitsverlaufes. Aber in Relation zum 
Schweregrad der Inflammation waren die Corticosteron-Spiegel in der symptomatischen 
Phase der Arthritis inadäquat niedrig, was den Funktiosverlust der HHN-Achse anzeigt. 
Außerdem wurde im Verlauf der CIA, ähnlich wie in der chronischen Phase bei RA 
Patienten, eine Hyperaktivität des SNS (hohe Adrenalin-Spiegel) bei gleichzeitigem 
Verlust sympathischer Nervenfasern im Synovialgewebe festgestellt. Des Weiteren haben 
die Ergebnisse gezeigt, dass die Neurotransmitter Noradrenalin und Serotonin in der 
symptomatischen Krankheitsphase im Hypothalamus signifikant erhöht waren. Jedoch hat 
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eine zentrale Ausschaltung noradrenerger Neuronen in der symptomatischen Phase der 
CIA keine Auswirkungen auf den Arthritisverlauf gezeigt. Dagegen führte eine zentrale 
Sympathektomie 14 Tage vor der Arthritisinduktion zu einer Verbesserung der Arthritis 
innerhalb des Beobachtungszeitraumes, was auf einen negativen Einfluss des zentralen 
Noradrenalins in der frühen Phase der CIA schließen lässt. Die Depletion serotoninerger 
Neuronen 14 Tage vor der Arthritisinduktion führte ebenfalls zu einem niedrigeren 
Arthritis-Score, was auf einen negativen Einfluss von zentralem Serotonin auf die CIA 
hinweist. Im Gegensatz zu den erhöhten Neurotransmitter-Konzentrationen im 
Hypothalamus in der symptomatischen Krankheitsphase waren die proinflammatorischen 
Zytokine IL-1β und IL-6 nur in der asymptomatischen Phase bzw. am Tag 28 im 
Hypothalamus verstärkt exprimiert, was jedoch nicht zu einer HHN-Achsen-Aktivierung 
an den Tagen 14 und 28 führte. Schließlich wurde gezeigt, dass bei den Kontrollgruppen 
eine Korrelation zwischen der hypothalamischen IL-1β Genexpression und der 
hypothalamischen Noradrenalin-Konzentration besteht. Interessanterweise war eine solche 
Korrelation bei immunisierten DA Ratten nicht nachweisbar. 
 
4.3 Nebenniere 
4.3.1 Cholesterin in der Nebennierenrinde 
 
Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass es im Verlauf der CIA zu einer inadäquaten 
Sekretion von Corticosteron in Relation zum Schweregrad der Inflammation kommt. Um 
zu prüfen, ob eine mangelhafte Cholesterin-Speicherung in die Nebenniere zur Insuffizienz 
der Nebenniere während der CIA beiträgt, wurde der Cholesteringehalt der Nebennieren 
der an den Tagen 0, 5, 14, 28, 41 und 55 getöteten immunisierten Ratten und der NaCl-
Kontrollgruppe untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass bei arthritischen Ratten am Tag 
28 signifikant mehr Cholesterin in der Nebennierenrinde nachweisbar war als bei 
Kontrolltieren (Abb. 4.30). An den anderen Tagen ergaben sich hinsichtlich des 
Cholesteringehaltes in der Nebennierenrinde keine Unterschiede zwischen immunisierten 
und Kontrolltieren. 
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Abb. 4.30: Cholesterin in der Nebennierenrinde. Am Tag 28 war bei immunisierten DA Ratten signifikant 
mehr Cholesterin in der Nebennierenrinde nachweisbar als bei Kontrolltieren. Dargestellt ist die Prozentzahl 
positiver Pixel in Relation zur Gesamtzahl der Pixel. Insgeamt 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, Tag 0: n=4, 
Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentil, (MWU-Test). 
 
4.3.2 SR-BI in der Nebennierenrinde 
 
Des Weiteren sollte geprüft werden, ob ein Problem in der Cholesterylester-Aufnahme in 
adrenokortikale Zellen zur Nebenniereninsuffizienz während der CIA beiträgt. Da der SR-
BI die zelluläre Aufnahme von Cholesterylester in adrenokortikale Zellen vermittelt, 
wurde die SR-BI Expression in der Nebennierenrinde von Nebennieren der an den Tagen 
0, 5, 14, 28, 41 und 55 getöteten immunisierten und Kontrolltiere untersucht. Dabei zeigte 
sich, dass die SR-BI Expression in der Nebennierenrinde immunisierter DA Ratten im 
Vergleich zu Kontrolltieren nur am Tag 5 erhöht war (Abb. 4.31). Signifikante 
Unterschiede zwischen den Gruppen konnten jedoch zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen 
werden. 
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Abb. 4.31: SR-BI Expression in der Nebennierenrinde. Am Tag 5 war die SR-BI Expression in der 
Nebennierenrinde immunisierter DA Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren erhöht. Signifikante Unterschiede 
zwischen den Gruppen konnten jedoch zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden. Dargestellt ist die 
Prozentzahl positiver Pixel in Relation zur Gesamtzahl der Pixel. Insgesamt 6 Tiere je Gruppe und Zeitpunkt, 
Tag 0: n=4, Box-Plots mit 10., 25., 50. (Medianwert), 75. und 90. Perzentil, (MWU-Test). 
 
4.3.3 Quintessenz 
 
Die Abb. 4.32 stellt die Ergebnisse des letzten Teiles dieser Arbeit zusammenfassend dar. 
In der Immunisierungsphase (Tag 5) konnte die Nebenniere mit einer adäquaten 
Corticosteron-Produktion reagieren. Jedoch, während der chronischen Phase der Arthritis 
waren die Corticosteron-Level in Relation zur robusten peripheren Inflammation, die sich 
u.a. in der starken Arthritis-Symptomatik zeigt, inadäquat niedrig. Zu keinem Zeitpunkt 
während der CIA konnten allerdings inadäquat niedrige Cholesterin-Konzentrationen oder 
aber eine inadäquat niedrige Expression des SR-BI in der Nebennierenrinde nachgewiesen 
werden, so dass kein Defekt in der Cholesterin-Speicherung bzw. der Cholesterin-
Aufnahme für die Nebenniereninsuffizienz verantwortlich zu sein scheint. 
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Abb. 4.32: Zusammenfassend dargestellt sind der klinische Arthritis-Schweregrad (Werte multipliziert mit 
3), die Plasma-Corticosteron-Konzentration (Werte multipliziert mit 3), der Cholesterin-Gehalt der 
Nebennierenrinde und die SR-BI Expression in der Nebennierenrinde. Erklärung im Text. Werte sind 
Mittelwerte ± SEM. 
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5 Diskussion 
5.1 Psychosozialer Stress 
 
Es wurde vielfach gezeigt, dass psychosozialer Stress durch Beeinflussung des 
neuroendokrinen Systems und des Immunsystems den Ausbruch und Verlauf 
verschiedener inflammatorischer Erkrankungen wie RA modulieren kann. Allerdings gibt 
es nur wenige Studien, die den Einfluss von chronischem psychosozialem Stress auf den 
Arthritisverlauf untersucht haben. Deshalb wurde in dieser Arbeit die Hypothese geprüft, 
inwiefern psychosozialer Stress während der experimentellen Arthritisauslösung die 
Suszeptibilität und den Krankheitsverlauf beeinflusst. 
Bezüglich des Zeitpunktes des Krankheitsausbruches konnten keine Unterschiede 
zwischen gestressten und Kontrolltieren festgestellt werden. Auch beim Menschen konnte 
bisher kein Zusammenhang zwischen Stress (akut oder chronisch) und dem Beginn der 
Arthritis hergestellt werden (223). Dagegen wurde in Experimenten am Tiermodell 
gezeigt, dass Wistar Ratten nach Stressexposition früher eine Arthritis entwickelten (39). 
Allerdings waren die Ratten in diesen Experimenten akuten Stressbedingungen ausgesetzt, 
die zudem zu einer gesteigerten Krankheitsaktivität führten. Das Gegenteil war in dieser 
Arbeit der Fall. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass psychosozialer Stress durch 
Dauerkonfrontation bei männlichen Wistar Ratten die Suszeptibilität für eine CIA reduziert 
und außerdem zu einer verminderten Arthritisausprägung führt, was die o.g. Hypothese 
bestätigt. Zu einem ähnlichen Ergebnis kam auch eine Studie an Long-Evans Ratten, in der 
lang anhaltender chronischer Stress, der allerdings auf Nahrungsentzug basierte, den 
Arthritis-Schweregrad verminderte (119). Andere Experimente kamen jedoch zu 
gegenteiligen Ergebnissen und haben gezeigt, dass chronischer psychosozialer Stress durch 
Over-Crowding zu einer verstärkten Arthritis-Symptomatik führte (206). 
Für die Diskrepanzen der Ergebnisse in der Literatur, die Ergebnisse der vorliegenden 
Studie eingeschlossen, sind verschiedene Erklärungen vorstellbar. Zum einen wurden 
jeweils andere Tierstämme, unterschiedliche Stressmodelle und auch verschiedene 
Tiermodelle der Arthritis (AA, CIA) verwendet, die möglicherweise nicht direkt 
miteinander vergleichbar sind. Zum anderen unterschieden sich die Dauer und vermutlich 
auch die Intensität des Stresses in den genannten Studien voneinander, auch wenn alle 
untersuchten Stress-Bedingungen dem chronischen Stress zuzuordnen sind. So begann die 
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Stressexposition durch Nahrungsentzug und Over-Crowding 14 Tage vor der 
Arthritisinduktion und dauerte 14 weitere Tage an (119;206), während der 
Konfrontationsstress in dieser Arbeit 7 Tage im Immunisierungszeitraum stattfand und 
aufgrund der starken Intensität auch nicht länger durchführbar war. 
Insgesamt wurde durch die vorliegenden Ergebnisse die Stressspektrum-Hypothese (1.3.1) 
(62), die besagt, dass bei chronischem und schwerem Stress Autoimmunkrankheiten 
unterdrückt werden, bestätigt. Diese Hypothese basiert allerdings darauf, dass chronischer 
Stress in einem stark erhöhten endogenen Tonus der Stressachsen resultiert, der u.a. durch 
hohe Konzentrationen an Cortisol bzw. Corticosteron und Noradrenalin gekennzeichnet ist, 
deren immunsuppressive Eigenschaften zur Unterdrückung von Autoimmunkrankheiten 
wie RA führen. Die peripheren Katecholamine wurden in dieser Studie jedoch nicht 
untersucht, so dass die Frage, ob und in welchem Umfang Katecholamine bei der hier 
beobachteten Stress-induzierten Verminderung des Arthritis-Schweregrades und der 
geringeren Suszeptibilität für die CIA eine Rolle spielen, an dieser Stelle nicht geklärt 
werden kann. 
Als Parameter der HHN-Achse wurde in dieser Arbeit die Plasma-Corticosteron-
Konzentration bestimmt. Jedoch waren bei gestressten Tieren keine erhöhten 
Corticosteron-Spiegel nachweisbar. Selbst am Tag der Immunisierung (Tag 0) also am 4. 
Tag der Stressexposition konnten keine erhöhten Corticosteron-Level bei gestressten 
Tieren festgestellt werden. In der Literatur gibt es diesbezüglich kontroverse Ergebnisse. 
Einerseits wurde ein Anstieg des Plasma-Corticsterons nach 10-tägigem 
Konfrontationsstress beschrieben (189). Andererseits wurde, wie in dieser Arbeit, gezeigt, 
dass psychosozial gestresste Tiere bezüglich des Corticosterons keine Unterschiede zu 
Kontrolltieren aufwiesen (7;214;215) oder aber sogar niedrigere Corticosteron-Spiegel als 
nicht gestresste Tiere hatten (192), so wie es in der vorliegenden Studie am Tag 7 der Fall 
war. Wieder eine andere Untersuchung ergab, dass die Corticosteron-Konzentrationen bei 
Stresstieren lediglich am ersten Tag der Stressexposition signifikant erhöht waren und die 
Werte im weiteren Stressverlauf wieder auf die Basalwerte zurückgingen (83). Es wäre 
also durchaus denkbar, dass die Corticosteron-Konzentrationen auch bei den hier 
untersuchten Stresstieren zu Beginn des Stresses anstiegen, die Werte jedoch am 4. Tag der 
Stressexposition bereits wieder auf die Basalwerte abgefallen waren. 
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Insgesamt ist die Corticosteron-Antwort bei den in dieser Arbeit untersuchten gestressten 
Ratten in Relation zur Intensität des Stressors niedrig. Eine Erklärung dafür könnte sein, 
dass bei lang anhaltender Stressdauer eine Adaptation erfolgt, um den Körper vor 
chronisch erhöhten Corticosteron-Konzentrationen und somit einer dauerhaft 
immunsuppressiven Situation zu schützen (62;63) und zu ermöglichen, dass auch bei neu 
auftretenden Stimuli noch eine Reaktion ausgelöst werden kann. Allerdings wurde gezeigt, 
dass adrenokortikale Zellen nach längerer Stressexposition auch nicht in der Lage waren, 
auf neue Stimuli mit einer adäquaten Corticosteron-Produktion zu reagieren (192), was 
wiederum durch eine Stress-induzierte Insuffizienz der Nebenniere erklärt werden könnte. 
Die vergleichbaren Corticosteron-Konzentrationen bei Stress- und Kontrolltieren legen die 
Vermutung nahe, dass andere Faktoren als Corticosteron bei der Stress-induzierten 
Verminderung des Arthritis-Schweregrades und der geringeren Suszeptibilität eine Rolle 
spielen. So unterstützen diese Daten die Hypothese von Chover-Gonzales et al., dass die 
Schwere der Inflammation nicht nur eine Konsequenz der Corticosteron-Aktivierung ist 
(39). 
Interessanterweise waren keine Veränderungen der Corticosteron-Konzentrationen im 
Zeitverlauf bei Kontrolltieren nachweisbar. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde hingegen 
beobachtet, dass die Immunisierung mit CII und IFA bei DA Ratten am Tag 5 in einer 
signifikant erhöhten Produktion von Corticosteron resultierte. Ein Grund für diese 
Diskrepanzen könnte sein, dass hier ein anderer Rattenstamm untersucht wurde. Am Tag 7 
waren bei den nicht gestressten Ratten allerdings signifikant höhere Corticosteron-
Konzentrationen nachweisbar als bei den Stresstieren. Wenn man nur diesen einen Tag 
betrachtet und den Vergleich mit den Ausgangswerten außer Acht ließe, könnten diese 
höheren Corticosteron-Konzentrationen bei Kontrolltieren als Antwort auf die 
Immunisierung gedeutet werden, während Stresstiere nicht in der Lage waren auf diesen 
neuen Stimulus mit einer Corticosteron-Antwort zu reagieren (Adaptation, 
Nebenniereninsuffizienz). 
Neben dem Arthritis-Schweregrad und der Corticosteron-Konzentration wurden in dieser 
Arbeit auch die Immunzell-Populationen bestimmt. So war die Zahl der Granulozyten und 
Monozyten bei Stresstieren signifikant höher als bei Kontrolltieren, während gleichzeitig 
die Zahl der zytotoxischen T-Zellen und Th-Zellen bei Stresstieren signifikant niedriger 
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war als bei Kontrollen. Diese Daten bestätigen die Ergebnisse früherer Studien, die gezeigt 
haben, dass chronischer Stress zu einer Hemmung der spezifischen Abwehr 
(Lymphozyten) und zu einer Aktivierung unspezifischer Immunfunktionen (Granulozyten, 
Phagozytose) führte (75;214-217). Die Reduktion der zirkulierenden T-Zell-
Subpopulationen wird in der Literatur oftmals auf die Wirkung der Glucocorticoide 
zurückgeführt, die sowohl die Migration der T-Zellen beeinflussen als auch die Apoptose 
von Thymozyten induzieren können (76). In dieser Arbeit konnten jedoch keine erhöhten 
Corticosteron-Spiegel bei Stresstieren nachgewiesen werden. Andererseits wird die 
Apoptose der Thymozyten auf erhöhte Konzentrationen an freiem Corticosteron, der 
aktiven Form dieses Glucocorticoids, zurückgeführt (166). Da in der vorliegenden Studie 
nur die Konzentration des gesamten Corticosterons gemessen wurde, könnte der 
beobachtete Effekt auf unterschiedliche Konzentrationen des freien Corticosterons 
zurückgeführt werden. Tatsächlich wurde von Stefanski et al. gezeigt, dass bei gestressten 
Tieren der Gesamt-Corticosteron-Gehalt unverändert war, jedoch die Corticosterone 
binding globulin-Bindungskapazität sank, was bedeutet, dass mehr freies Corticosteron zur 
Verfügung stand (214;215). Diese Hypothese gilt es allerdings zu bestätigen. Des Weiteren 
wurde gezeigt, dass eine Adrenalektomie die Stress-induzierte Suppression der T-
Lymphozyten verhinderte (75). Jedoch wurde bei der Entfernung der Nebennieren nicht 
nur die Quelle für Corticosteron, sondern auch die Quelle für Adrenalin entfernt, so dass 
prinzipiell beide Hormone für die Erniedrigung der T-Lymphozyten verantwortlich sein 
könnten. 
Für die erhöhten Granulozyten- und Monozyten-Spiegel scheinen α- und β-adrenerge 
Mechanismen verantwortlich zu sein. So wurde die Stress-induzierte Granulozytose durch 
Applikation von α-adrenergen Antagonisten höchst effektiv verhindert (75). Zusätzlich 
verhinderte die Behandlung mit β-adrenergen Antagonisten den Stress-induzierten Anstieg 
der Monozyten und Granulozyten (75). Zusammengenommen scheint die Mobilisierung 
der Zellen der angeborenen Immun-Antwort durch Katecholamine reguliert zu werden, 
wobei die genauen Mechanismen der adrenergen Leukozyten-Mobilisierung allerdings 
noch unklar sind. Da die Katecholamine in dieser Arbeit aber nicht untersucht wurden, ist 
es ein weiteres Ziel, auch diese Hypothese zu bestätigen. 
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Betrachtet man die Veränderungen der Zellen des Immunsystems nach Stressexposition im 
Zusammenhang mit den Veränderungen hinsichtlich der Suszeptibilität und des 
Krankheitsverlaufes, kommt man zu dem Schluss, dass die Stress-induzierte Hemmung der 
spezifischen Immunabwehr und die Aktivierung der angeborenen Immunfunktion einen 
protektiven Einfluss auf die Entwicklung einer CIA hat. Dies könnte darauf zurückgeführt 
werden, dass T-Zellen eine bedeutende Rolle in der Immunisierungsphase der CIA spielen. 
Th-Zellen sind die prinzipiellen Regulatoren der Immunantwort, da sie für die Aktivierung 
der Effektorzellen (zytotoxische T-Zellen und Antikörper-produzierende B-Zellen) 
essentiell sind und zudem stark am Entzündungsgeschehen bei der CIA beteiligt sind. 
Ohne die Subpopulationen der T-Lymphozyten sind die Tiere geschützt oder entwickeln 
eine mildere Form der CIA. Obwohl die B-Zell-Populationen sich bei gestressten Tieren 
nicht von denen der Kontrolltiere unterschieden, ist es wahrscheinlich, dass die 
Suppression der T-Zellen bei Stresstieren zu einer verminderten Antikörper-Produktion 
durch B-Zellen führt, was die Tiere wiederum vor der CIA schützt oder zu einer 
verminderten Arthritis-Ausprägung führt. 
In der Literatur wurde gezeigt, dass die Veränderungen der Immunzellen nach 
Stressexposition nicht auf das Blut beschränkt sind, sondern auch die lymphatischen 
Organe wie Milz und Lymphknoten betreffen (189). Zudem könnte es auch zu einem 
veränderten Migrationsmuster der Immunzellen aus dem Blut in die lymphatischen Organe 
oder peripheren Gewebe und zurück ins Blut kommen (215). Aus diesem Grund wurden in 
der vorliegenden Arbeit Makrophagen in den Lymphknoten und im Immunisierungsgebiet 
der Schwanzhaut untersucht. Diese ersten Daten bieten allerdings lediglich einen Ausblick 
auf weitere Untersuchungen, da ein größerer Zusammenhang erst hergestellt werden kann, 
wenn weitere Immunzellen in diesen Organen untersucht und verglichen worden sind. 
Bisher konnte gezeigt werden, dass bei nicht gestressten Kontrolltieren am Tag 4 und 14 
signifikant mehr Makrophagen im Injektionsgebiet der Schwanzhaut nachweisbar waren 
als bei gestressten Tieren. 
Diese Befunde sind möglicherweise auf Stress-induzierte Effekte der Katecholamine 
zurückzuführen. So wurde gezeigt, dass Adrenalin eine Verschiebung der 
Granulozytenzahl vom marginalen Speicher in die Zirkulation verursacht (6) und, dass eine 
adrenerge Stimulation zu einer verminderten Adhärenz von Granulozyten an die 
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Gefäßwände führt (27). Auch andere Studien beschrieben, dass Katecholamine die 
Zelladhäsion von Immunzellen an die Gefäßwand modulieren können (17;18). So sind die 
erhöhte Monozytenzahl im Blut und die verminderte Makrophagenzahl im Injektionsgebiet 
der Schwanzhaut vermutlich mit einer durch Katecholamine verursachten, verminderten 
Adhäsionsfähigkeit der Immunzellen an die Gefäßwände zu erklären. Die Folge ist eine 
verminderte Migration ins periphere Gewebe und ein vermehrter Übertritt vom marginalen 
Speicher in die Zirkulation. 
Des Weiteren konnten keine Unterschiede der Makrophagenzahl in den Lymphknoten 
gestresster und nicht gestresster immunisierter oder nicht immunisierter Tiere festgestellt 
werden. Diese Ergebnisse könnten so interpretiert werden, dass die Makrophagen der 
Schwanzhaut nicht in die Lymphknoten einwandern und somit möglicherweise nur lokal 
eine Rolle für die Entzündung spielen. Möglicherweise migrieren die Makrophagen aber 
auch zu anderen Zeitpunkten als am Tag 4 oder 14 nach Immunisierung in die 
Lymphknoten. Eine andere Erklärung könnte sein, dass die Makrophagen zu DCs werden 
und als solche auch nach der Immunisierung in die Lymphknoten migrieren. So ist es ein 
weiteres Ziel die DCs in den Lymphknoten und der Schwanzhaut vergleichend zu 
untersuchen. Auch sollen weitere Immunzellen wie Granulozyten, B-Zellen und T-Zellen 
in die Untersuchungen eingeschlossen werden. 
Diese Daten haben eindrucksvoll gezeigt, dass psychosozialer Stress gravierende 
Auswirkungen auf das Immunsystem hat und so zu einem verminderten Arthritis-
Schweregrad und ferner zu einer geringeren Suszeptibilität für die CIA führte, was bisher 
noch in keiner Studie gezeigt wurde. 
 
5.2 Zentrale Zytokine und Monamine 
 
Aus der Literatur ist bekannt, dass kurzfristige periphere Entzündungsreaktionen Zytokine 
im ZNS induzieren, die wiederum Veränderungen zentraler Neurotransmitter, der HHN-
Achse und des SNS verursachen. Wenig ist jedoch bekannt über die Veränderungen 
zentraler Moleküle während chronisch inflammatorischer Krankheiten wie RA. Bei der RA 
kommt es zu einem Funktionsverlust der beiden antiinflammatorischen Achsen, der HHN-
Achse und des SNS. Inwieweit zentrale Zytokine und monaminerge 
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Neurotransmittersysteme an dieser pathophysiologischen Situation beteiligt sind, ist nicht 
bekannt. Daher war es das Ziel dieser Arbeit herauszufinden, ob es im Verlauf einer 
experimentellen Arthritis zu Veränderungen dieser zentralen Moleküle kommt und ob 
diese Veränderungen möglicherweise mit den o.g. Sollwertveränderungen assoziiert sind 
und somit zur Chronifizierung der CIA beitragen. 
Wie aus dem klinischen und histologischen Arthritis-Score hervorgeht, zeigten die Ratten 
ab dem Tag 14 nach Arthritisinduktion erste Symptome der CIA. Ab dem Tag 21 
entwickelten sich stärkste Symptome, die bis zum Ende der Studie am Tag 55 zu 
beobachten waren. 
Da die T-Zell-Aktivität in den drainierenden Lymphknoten wichtige Hinweise über das 
Ausmaß und den Charakter der Immunantwort liefert, wurden als Maß für die Stärke der 
peripheren Inflammation verschiedene Zytokine in den Überständen dieser Lymphknoten 
bestimmt. Dabei zeigte sich im Verlauf der CIA eine progressive Zunahme der ex vivo 
Produktion von TNF und IFN-γ bei immunisierten Tieren, wobei die Produktion von TNF 
ab dem Tag 5 und die Produktion von IFN-γ ab dem Tag 28 nach Arthritisinduktion 
signifikant höher waren als bei Kontrolltieren. Hingegen war die Produktion von IL-1β nur 
in der asymptomatischen Phase maximal erhöht. Es ist allgemein bekannt, dass die 
Zytokine IFN-γ, IL-1β und TNF eine proinflammatorische Rolle bei der Pathogenese der 
Arthritis spielen. Dies wurde sowohl in verschiedenen Tiermodellen der Arthritis als auch 
beim Menschen oftmals gezeigt (69;101;104;152;250;263). So verschlimmerte sich die 
Arthritis, wenn IFN-γ, IL-1β oder TNF peripher oder intraartikulär appliziert wurden, 
während nach der Gabe von Antikörpern gegen diese Zytokine eine Verbesserung des 
Arthritis-Schweregrades beobachtet wurde (Übersicht in (175)). Ferner führten die 
Erkenntnisse über die pathogenetische Rolle von TNF zur Entwicklung TNF-
neutralisierender Therapien, die maßgeblich zur Verbesserung des Arthritis-Schweregrades 
bei Patienten mit RA beitrugen (74). So kann die stark erhöhte Produktion dieser 
proinflammatorischen Zytokine als Marker für eine robuste periphere Inflammation, wie 
sie auch bei der menschlichen RA auftritt, gedeutet werden. 
Neben dem Anstieg in der Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF und IFN-γ 
wurde auch eine erhöhte Produktion von IL-10 in der späten symptomatischen Phase der 
CIA (Tag 41 und 55) beobachtet. Zur gleichen Zeit war die Produktion von IL-1β, dem 
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Zytokin mit der größten Fähigkeit die HHN-Achse zu stimulieren, jedoch nicht erhöht. Da 
aber gezeigt werden konnte, dass IL-1β in entzündeten Gelenken durch IL-10 inhibiert 
wird, ist es vorstellbar, dass die geringe Produktion von IL-1β in der symptomatischen 
Phase auf die inhibitorischen Eigenschaften von IL-10 zurückzuführen ist (151). 
Die o.g. inflammatorischen Prozesse der experimentell induzierten Arthritis wurden von 
neuroendokrinen Veränderungen, wie sie auch bei der RA beobachtet werden (24), 
begleitet. So wurde ein signifikanter Anstieg des Plasma-Corticosterons am Tag 5 nach der 
Arthritisinduktion beobachtet, was als endokrine Reaktion infolge einer Immunantwort auf 
Kollagen gedeutet wird, da solche endokrinen Veränderungen auch nach Immunisierungen 
mit anderen Antigenen auftreten (21;248). Nach diesem Anstieg am Tag 5 sanken die 
Corticosteron-Level im weiteren Arthritisverlauf jedoch unter die Ausgangswerte, obwohl 
zu dieser Zeit hohe Konzentrationen an TNF und IFN-γ, die bekanntlich in der Lage sind 
die HHN-Achse zu stimulieren, nachweisbar waren. Diese Ergebnisse legen die 
Vermutung nahe, dass die Kommunikation zwischen dem Immunsystem und der HHN-
Achse gestört war. Zu gegensätzlichen Ergebnissen kamen andere Studien, die eine starke 
Aktivierung der HHN-Achse im Verlauf der AA beobachteten (94;98;206). Eine Erklärung 
für die Diskrepanzen könnte sein, dass sowohl andere Rattenstämme als auch ein anderes 
Modell der Arthritis (AA) verwendet wurden. So wurde die AA mit CFA induziert, 
während die CIA mit CII in IFA induziert wurde, und es wurde bereits gezeigt, dass diese 
Adjuvanzien unterschiedliche Corticosteron-Antworten auslösen (56). Insgesamt haben die 
vorliegenden Ergebnisse gezeigt, dass die Corticosteron-Produktion in Relation zur 
robusten peripheren Inflammation (Arthritis-Schweregrad, periphere proinflammatorische 
Zytokine) während der chronischen Phase der CIA inadäquat niedrig war. Auch bei 
Patienten mit RA wurde eine verminderte HHN-Achsen-Aktivität festgestellt (123;228). 
Aufgrund dieser Gemeinsamkeiten mit der menschlichen RA, scheint die CIA ein äußerst 
geeignetes Arthritis-Modell zu sein, um die Mechanismen zu untersuchen, die zum 
Funktionsverlust der HHN-Achse bei Arthritis beitragen. Ein solcher Defekt wurde bei 
anderen experimentell induzierten inflammatorischen Krankheiten wie beispielsweise der 
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis nicht beobachtet (56;146;154). Die 
genauen Gründe für den Funktionsverlust der HHN-Achse konnten bisher nicht geklärt 
werden. Verantwortliche Mechanismen könnten sowohl auf zentralem Niveau 
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(Hypothalamus/Hypophyse) als auch auf dem Niveau der Nebenniere zu finden sein. So 
wurde gezeigt, dass eine kontinuierliche Stimulation der HHN-Achse mit IL-6 eine 
abgeschwächte ACTH-Antwort zur Folge hat, was auf eine Resistenz der HHN-Achsen-
Aktivität bei dauerhaft erhöhten Zytokin-Spiegeln hindeutet (Adaptation) (95;162). Eine 
weitere Erklärung für die inadäquate Corticosteronproduktion könnte der inhibitorische 
Einfluss von TNF auf diverse Enzyme der adrenokortikalen Corticosteronsynthese sein 
(1.2.1) (112). 
Da die Produktion von IL-1β, dem Zytokin mit der besten Fähigkeit die HHN-Achse zu 
stimulieren, in der chronischen Phase der CIA nicht erhöht war, wohingegen IL-10 in 
dieser Phase vermehrt produziert wurde, liegt die Vermutung nahe, dass der Verlust der 
HHN-Achsen-Aktivität zumindest teilweise auf die Fähigkeit von IL-10, IL-1β zu 
inhibieren (151), zurückzuführen sein könnte. 
Neben den Veränderungen des Plasma-Corticosterons wurde bei der CIA eine 
Hyperaktivität des SNS, wie sie auch bei der RA beobachtet wird (24), festgestellt. So 
waren die Plasma-Adrenalin-Spiegel bei immunisierten Tieren deutlich höher als bei 
Kontrolltieren. Demzufolge waren also die HHN-Achse und das SNS zumindest zu Beginn 
parallel aktiviert, die Konzentrationen von Corticosteron und Adrenalin waren „normal“ 
erhöht. Allerdings waren die Plasma-Adrenalin-Spiegel im Verlauf der CIA weit länger 
erhöht als die HHN-Achse aktiviert war. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Stressachsen 
während der CIA entkoppelt sind. Eine solche Entkopplung findet man auch bei Patienten 
mit RA (102). Normalerweise sind die beiden Stressachsen jedoch aneinander gekoppelt, 
d.h. parallel aktiviert, was zu einer Verstärkung der antiinflammatorischen 
immunsuppressiven Effekte führt, da die Effektoren beider Stressachsen ihre biologischen 
Effekte gegenseitig verstärken (221;224). In mehreren Studien wurde die Kooperation 
beider Systeme auf molekularer Ebene beschrieben (65;90;132;176;200). So führten die 
synergistischen Effekte zu einem Anstieg von Glucocorticoidrezeptoren, β-
Adrenozeptoren, intrazellulärem cAMP und Proteinkinase A. Zudem potenzierte Cortisol 
die Produktion von Noradrenalin und Adrenalin aus sympathischen Nervenendigungen und 
dem Nebennierenmark (30;203). Die Kopplung beider Systeme wäre also notwendig, um 
die periphere Inflammation bestmöglich zu hemmen. Sowohl bei der CIA als auch bei der 
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RA kommt es jedoch zu einer Entkopplung beider Stressachsen, die demnach zu einer 
verstärkten proinflammatorischen Situation beiträgt. 
Hinzu kommt, dass die Dichte noradrenerger Nervenfasern in entzündeten Gelenken 
sowohl bei Patienten mit RA (219) als auch bei Mäusen mit CIA (101) reduziert ist. Dieser 
Befund konnte in der vorliegenden Arbeit auch im Rattenmodell der CIA bestätigt werden. 
So war ein Rückgang der Dichte sympathischer Nervenfasern in der Gelenkregion bei 
immunisierten Ratten bereits am Tag 14 nach Arthritisinduktion sichtbar und eine 
signifikant niedrigere Dichte sympathischer Nervenfasern war ab dem Tag 28 bis zum 
Versuchsende zu beobachten. Der Rückzug sympathischer Nervenfasern begann also 
bereits in der asymptomatischen Phase der Arthritis. Dieser Verlust sympathischer 
Nervenfasern führt zusätzlich zu einer Verstärkung der proinflammatorischen Situation im 
entzündeten Gelenk, da die Innervation mit proinflammatorischen sensiblen Nervenfasern 
(Substanz P) im Verlauf der CIA bei DA Ratten normal war. 
Auch dieser Befund bestätigt die Ergebnisse früherer Studien, die gezeigt haben, dass die 
Dichte sensibler Nervenfasern bei Patienten mit RA normal oder sogar erhöht war 
(64;169;257). Aufgrund des Rückzugs sympathischer Nervenfasern aus den entzündeten 
Gelenkregionen ist die lokale Konzentration sympathischer Neurotransmitter niedrig, 
wohingegen die Konzentration von Substanz P verhältnismäßig hoch ist. In einer solchen 
Situation wird der proinflammatorische Prozess durch Substanz P und via α-
Adrenozeptoren unterstützt (223). Denn zum einen wird durch die Bindung an α-
Adrenozeptoren u.a. die Sekretion von TNF durch Makrophagen induziert (212) und zum 
anderen stimuliert Substanz P die Sekretion verschiedener Zytokine (TNF, IL-1β, IL-6, 
IFN-γ) und die Chemotaxis verschiedener Zelltypen (3;124;149;253;260). Warum es bei 
RA und CIA zu einem derartigen Nervenfaserrückzug kommt, konnte bisher nicht geklärt 
werden. Es ist aber denkbar, dass der Verlust sympathischer Nervenfasern mit der 
Aktivierung von Immunzellen in Zusammenhang stehen könnte, da eine ähnliche 
Reduktion in der Dichte noradrenerger Nervenfasern in lymphatischen Organen von 
Mäusen, die spontan eine autoimmune lymphoproliferative Erkrankung entwickeln, 
beobachet wurde (57). Des Weiteren könnte der Nervenfaserrückzug eine Konsequenz der 
erhöhten lokalen Produktion des Nervenrepulsionsfaktoren Semaphorin 3C sein, der im 
synovialen Gewebe von Patienten mit RA verstärkt exprimiert wird (170). 
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Insgesamt kommt es im Verlauf der CIA zu einer Entkopplung des Immunsystems und den 
beiden Stressachsen, die sich in einer inadäquat niedrigen Corticosteron-Produktion und 
einer Hyperaktivität des SNS bei gleichzeitigem Nervenfaserverlust im Synovialgewebe 
äußert. 
Um herauszufinden, ob diese Entkopplung mit diversen zentralen Molekülen assoziiert 
werden kann, wurden in dieser Arbeit verschiedene zentrale Zytokine und monaminerge 
Neurotransmitter untersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die proinflammatorischen 
Zytokine IL-1β und IL-6 in der Induktionsphase der CIA im Hypothalamus verstärkt 
exprimiert waren. Eine verstärkte Expression dieser Zytokine in der späteren Phase der 
Arthritis konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Dennoch sind diese Daten der erste 
Beweis dafür, dass infolge einer peripheren Immunstimulation proinflammatorische 
Zytokine im Gehirn nicht nur während der Aktivierung der angeborenen Immunantwort 
sondern auch einige Tage nach Applikation des Antigens, also während der adaptiven 
spezifischen Immunantwort, induziert wurden. So wurde bisher zwar gezeigt, dass 
proinflammatorische Zytokine wie IL-1β, IL-6, TNF oder IFN-γ nach peripherer 
Applikation von LPS in verschiedenen Hirnarealen (z.B. im Hypothalamus) induziert 
wurden (1.4) (140;186), aber die Expression dieser Zytokine wurde lediglich einige 
Stunden nach LPS-Gabe untersucht. Auch wurde gezeigt, dass Zytokine wie IL-1β durch 
akuten Stress (157) oder bei chronischem Schmerz (4) in verschiedenen Hirnarealen 
exprimiert wurden. Jedoch wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt, dass 
proinflammatorische Zytokine im Verlauf einer peripheren chronischen Erkrankung im 
Gehirn induziert wurden. 
Allerdings stellt sich an dieser Stelle die Frage, warum die erhöhten IL-1β- und IL-6-
Spiegel im Hypothalamus nicht zur Aktivierung der HHN-Achse in der asymptomatischen 
Phase der CIA führten. Denn bekanntermaßen ist die Produktion dieser Zytokine im 
Hypothalamus relevant für die Stimulation der HHN-Achse (68;171). Außerdem ist es 
verwunderlich, dass die Expression von IL-1β und IL-6 im Hypothalamus nur auf die frühe 
Phase der CIA bis zum Tag 28 beschränkt war. Denn zum einen wurde gezeigt, dass die 
Produktion von Zytokinen im Gehirn unter monaminerger Kontrolle steht (9;59;201) und 
in dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die Noradrenalin-Spiegel im Hypothalamus in der 
symptomatischen Phase der CIA erhöht waren. Zum anderen war die Produktion 
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proinflammatorischer Zytokine aus drainierenden Lymphknoten in der späten Phase der 
CIA, als auch stärkste Arthritis-Symptome nachweisbar waren, deutlich erhöht und 
normalerweise sollte eine maximale Produktion dieser Immunprodukte in der Peripherie 
die Expression von proinflammatorischen Zytokinen im Gehirn induzieren (84). Diese 
Resultate legen die Vermutung nahe, dass die Expression der Zytokine im Gehirn und die 
Produktion der Zytokine in der Peripherie während der experimentellen Arthritis 
entkoppelt sind. 
Auch die Veränderungen monaminerger Neurotransmitter im Gehirn während der CIA 
wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht. Dabei ergab sich ein Anstieg der Serotonin-
Spiegel in der späten symptomatischen Phase (Tag 55) der experimentellen Arthritis. 
Zusätzlich wurde ein anhaltender Anstieg der Noradrenalin-Konzentration in der 
symptomatischen Phase der CIA vom Tag 28 bis zum Tag 55 beobachtet. 
Bisher war es völlig unbekannt, welchen Einfluss die Ausbildung einer chronischen 
Arthritis auf die zentralen monaminergen Neuronen hat. Aber in den letzten Jahren konnte 
bereits gezeigt werden, dass eine intraperitoneale Injektion von LPS bei Mäusen zu einer 
Aktivierung der dopaminergen, noradrenergen und serotoninergen Neuronen in 
verschiedenen Hirnarealen (u.a. im Hypothalamus und Hirnstamm) führte (66). Des 
Weiteren wurde gezeigt, dass es auch nach Stressexposition zu einer verstärkten 
Umsatzrate von Serotonin im präfrontalen Cortex und im Hypothalamus kam (182). 
Allerdings wurden auch die Veränderungen monaminerger Neurotransmitter nur einige 
Stunden nach der Immunstimulation bzw. der Stressexposition beobachtet, so dass diese 
Arbeit die erste ist, die einen Anstieg monaminerger Neurotransmitter in der 
symptomatischen Phase der CIA zeigt. Verwunderlich ist jedoch, dass der Anstieg von 
Noradrenalin und Serotonin im Hypothalamus nicht in einer Stimulation der HHN-Achse 
in der chronischen Phase der CIA resultierte. Denn es wurde gezeigt, dass erhöhte Level 
dieser hypothalmischen Neurotransmitter zur Aktivierung der HHN-Achse führen 
(67;171). Aber die Plasma-Corticosteron-Spiegel waren zu der Zeit, als ein Anstieg der 
Noradrenalin-Konzentration im Hypothalamus nachweisbar war, inadäquat niedrig. 
Deshalb besteht Grund zu der Annahme, dass auch die Interaktion zwischen den zentralen 
noradrenergen Neuronen und der HHN-Achse gestört ist. Des Weiteren stellt sich die 
Frage, warum die Noradrenalin- und Serotonin-Level in der frühen Phase der CIA nicht 
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erhöht waren. So ist doch bekannt, dass IL-1β und IL-6 in der Lage sind, sowohl 
noradrenerge als auch serotoninerge Neuronen zu stimulieren (21;71;120;255) und diese 
Zytokine waren in dieser frühen Phase der CIA im Hypothalamus verstärkt exprimiert. 
Insgesamt wird aus diesen Ergebnissen ersichtlich, dass es im Verlauf der CIA auch im 
Gehirn zu einer Entkopplung kommt, nämlich zu einer Entkopplung zwischen der Zytokin-
Genexpression und der Neurotransmitter-Aktivität. Dies wird noch deutlicher, wenn man 
die folgenden Ergebnisse betrachtet. Diese haben gezeigt, dass bei gesunden Ratten eine 
positive Korrelation zwischen der IL-1β Genexpression und der Noradrenalin-
Konzentration im Hypothalamus existiert. Interessanterweise war eine solche Korrelation 
bei arthritischen Ratten nicht nachweisbar. Diese positive Korrelation bei gesunden Tieren 
zeigt, dass IL-1β und Noradrenalin normalerweise in gleichem Maße induziert werden, 
während das bei kranken Tieren nicht mehr der Fall ist. So liegt der Schluss nahe, dass 
Interaktionen auf zentralem Niveau, namentlich die zwischen neuroendokrinen 
Mechanismen und Zytokinen, während einer Arthritis entkoppelt sind. 
Aufgrund des beobachteten Anstieges des hypothalamischen Noradrenalins in der 
symptomatischen Phase der Arthritis, wurden auch Experimente durchgeführt, in denen 
noradrenerge Neuronen zentral ausgeschaltet wurden. Diese Versuche sollten zeigen, ob 
eine zentrale Noradrenalin-Depletion Veränderungen im Arthritisverlauf nach sich zieht, 
was, wenn dem so wäre, bedeuten würde, dass dieser Neurotransmitter in der Pathogenese 
der CIA eine Rolle spielt. Bei einer zentralen Depletion noradrenerger Neuronen am Tag 
18 oder 25, also zu Beginn der symptomatischen Phase bzw. als die CIA bereits 
manifestiert war, zeigten sich keine Veränderungen im Arthritis-Schweregrad im Vergleich 
zu Kontrolltieren. Wurde Noradrenalin jedoch 14 Tage vor der Induktion der Arthritis 
ausgeschaltet war die Arthritisausprägung signifikant vermindert. Zu einem anderen 
Ergebnis kam eine Studie, die den Einfluss einer Noradrenalin-Depletion im 
Hypothalamus auf den Verlauf einer AA bei PVG Ratten untersucht hat. In dieser Studie 
wurde gezeigt, dass die zentrale Applikation von 6-OHDA 2 Tage bevor die AA induziert 
wurde, zu einer verschlimmerten AA führte (94). Die Autoren schlossen daraus, dass die 
erhöhten Noradrenalin-Spiegel im Hypothalamus im Verlauf der AA eine protektive Rolle 
spielen. Eine Erklärung für diese Diskrepanzen könnte sein, dass zum einen die 
Arthritisinduktion unterschiedlich war (siehe oben) und zum anderen PVG Ratten 
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verwendet wurden. Diese Ratten sind resistent gegenüber verschiedenen 
Autoimmunkrankheiten u.a. auch CIA, da die HHN-Achse verändert ist (262). Im 
Tiermodell der Experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis führte die zentrale 
Depletion von Noradrenalin zu einer verminderten Schwere der Erkrankung (144). 
Schließlich konnte gezeigt werden, dass eine periphere Depletion noradrenerger Neuronen 
7 Tage vor Induktion der CIA bei Mäusen zu einer Verbesserung des Arthritis-
Schweregrades führte, während eine späte periphere Sympathektomie am Tag 56 nach 
Arthritisinduktion zu einer Verschlechterung des Arthritis-Schweregrades führte (101). Die 
Autoren kamen zu dem Schluss, dass das periphere SNS die Inflammation während der 
asymptomatischen Phase unterstützt, während es die Inflammation während der 
chronischen Phase der CIA unterdrückt. Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
gezeigt haben, scheint das zentrale SNS in der chronischen Phase der CIA keinen Einfluss 
auf die periphere Entzündung zu nehmen, da nach Ausschalten zentraler noradrenerger 
Neuronen keine Veränderungen des Arthritis-Scores nachweisbar waren. Das ist insofern 
verwunderlich, als dass gezeigt wurde, dass die zentrale Depletion monaminerger 
Neuronen u.a. zu einer Erniedrigung der Lymphozytenproliferation und der zirkulierenden 
CD8+-Zellen und darüber hinaus zu einer reduzierten Genexpression des splenischen IL-2 
und IFN-γ führte (179), was bedeuten würde, dass dem zentralen SNS eine 
immunverstärkende Rolle zukäme. 
Die Beobachtung, dass eine zentrale noradrenerge Depletion keinen Einfluss auf die 
periphere Entzündung hatte, könnte zum einen damit erklärt werden, dass die 
sympathische Innervation in den Gelenkregionen im Verlauf der CIA verloren gegangen 
ist. Denn kürzlich wurde demonstriert, dass die Entfernung des peripheren Nervensystems 
den inhibitorischen Effekt, den die zentrale Depletion noradrenerger Neuronen auf das 
Immunsystem hat, aufhebt (179). Zum anderen könnten die Ergebnisse damit erklärt 
werden, dass es im Verlauf der CIA zu einer gestörten Gehirn-Immunsystem-Gelenk-
Kommunikation kommt. Die Verminderung des Arthritis-Schweregrades, die beobachtet 
wurde, wenn die zentrale noradrenerge Depletion vor der Arthritisinduktion erfolgte, 
entspricht der Beobachtung, die bei peripherer Sympathektomie gemacht wurde (101). Zu 
dieser Zeit waren Gehirn und Peripherie noch nicht entkoppelt und auch das zentrale SNS 
scheint eine immunverstärkende Rolle zu haben. Zur Zeit ist wenig darüber bekannt, 
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welchen Einfluss zentrale Katecholamine auf periphere Krankheitsprozesse haben, so dass 
weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet erforderlich sind, um die Mechanismen, die der 
Kommunikation zwischen Gehirn und Peripherie unterliegen, vollends zu verstehen. 
Da ebenfalls ein Anstieg der hypothalamischen Serotonin-Konzentration in der späten 
Phase der CIA beobachtet wurde, wurde ein Versuch durchgeführt, in dem die 
serotoninergen Neuronen 14 Tage vor Arthritisinduktion ausgeschaltet wurden. Die 
Depletion serotoninerger Neuronen führte dabei zu einer Verminderung des Arthritis-
Schweregrades. Diese Daten bestätigen die Ergebnisse einer anderen Studie, in der 
ebenfalls eine Verminderung des Arthritis-Schweregrades nach zentraler Serotonin-
Depletion festgestellt werden konnte (96). Diese Ergebnisse sprechen für eine 
proinflammatorische Rolle des zentralen Serotonins in der Pathogenese der CIA. 
Allerdings sind die Mechanismen, wie Serotonin zur proinflammatorischen Situation 
beiträgt, bisher nicht verstanden. Zudem ist bekannt, dass Serotonin die Freisetzung von 
CRH aus dem Hypothalamus stimuliert (116), was nicht für eine proinflammatorische 
Rolle von Serotonin spricht. 
Zusammengenommen haben die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt, dass es im Verlauf der 
CIA zu einer Entkopplung zwischen dem Immunsystem, dem Gehirn und den beiden 
efferenten neuroendokrinen Achsen kommt. 
 
5.3 Nebenniere 
 
Sowohl im Verlauf der CIA als auch im Verlauf der RA (228) kommt es zu einer inadäquat 
niedrigen Produktion von Corticosteron bzw. Cortisol in Relation zum Schweregrad der 
Inflammation. Die Gründe für die Nebenniereninsuffizienz bei Arthritis sind allerdings 
unbekannt. In der Literatur gibt es einige Hinweise, die auf ACTH-unabhängige 
Mechanismen der Glucocorticoid-Regulation hindeuten. So wurde gezeigt, dass 
hypophysektomierte Ratten (165) oder CRH-Knockout Mäuse (209) dennoch in der Lage 
waren, Corticosteron zu produzieren. Zudem wurde die robuste Corticosteron-Antwort bei 
CRH-Knockout Mäusen mit erhöhten IL-6 Spiegeln assoziiert, so dass die Autoren 
annahmen, dass IL-6 einen direkten stimulatorischen Einfluss auf adrenokortikale Zellen 
haben könnte (209). Des Weiteren wurde gezeigt, dass CRH die Glucocorticoid-Sekretion 
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aus bovinen adrenokortikalen Zellen stimulierte (34) und auch Katecholamine, die von 
adrenomedullären Zellen produziert wurden, die Steroidogenese in adrenokortikalen Zellen 
stimulierten (26). Diese Studien legen nahe, dass es alternative Wege für die 
Glucocorticoid-Regulation geben muss. 
So war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, Mechanismen, die für die adrenale Insuffizienz 
verantwortlich sind, zu charakterisieren. Dazu wurde der Cholesteringehalt in der 
Nebennierenrinde untersucht, da die Vermutung war, dass möglicherweise ein Problem der 
Cholesterin-Speicherung in der Nebenniere zur Nebenniereninsuffizienz beitragen könnte 
und Cholesterin bekanntlich der Vorläufer der adrenalen Steroidhormone ist. Lediglich am 
Tag 28 nach Arthritisinduktion war bei immunisierten Tieren signifikant mehr Cholesterin 
in der Nebennierenrinde nachweisbar. Das könnte darauf zurückzuführen sein, dass vorher 
zumindest am Tag 5 mehr Cholesterin zu Corticosteron umgesetzt wurde und 
dementsprechend auch mehr Cholesterin in die Nebenniere geliefert wurde, was bis zum 
Tag 28 anhielt. Ansonsten bestanden zu keinem Zeitpunkt Unterschiede zwischen 
Kontrollen und arthritischen Tieren hinsichtlich des Cholesteringehaltes. Da am Tag 5 
genug Cholesterin vorhanden war, um eine adäquate Corticosteron-Antwort zu 
ermöglichen und dieser Cholesteringehalt an keinem anderen Tag im Verlauf der CIA 
unterschritten wurde, liegt die Vermutung nahe, dass während der CIA kein Problem in der 
Lieferung von Cholesterin in die Nebennieren besteht. Ob das bei der RA auch so ist, gilt 
es zu bestätigen. 
Um zu prüfen, ob die niedrigen Corticosteron-Spiegel mit Veränderungen in der 
Expression des SR-BI assoziiert waren, wurde außerdem die Expression des SR-BI in der 
Nebennierenrinde untersucht. Der SR-BI vermittelt die zelluläre Aufnahme von CE in 
adrenokortikale Zellen und diese selektive CE-Aufnahme ist die Hauptroute der 
Cholesterinaufnahme in adrenokortikale Zellen bei Nagern (42). Das Homolog beim 
Menschen ist CTL-1. In dieser Arbeit sollte geprüft werden, ob ein Problem in der 
Cholesterin-Aufnahme in adrenokortikale Zellen der Nebenniere besteht und dieses 
Problem möglicherweise zur Nebenniereninsuffizienz bei der CIA beiträgt. Dabei ergaben 
sich am Tag 5 Unterschiede in der Expression des SR-BI, wobei bei arthritischen Tieren 
eine etwas stärkere SR-BI Expression nachweisbar war als bei Kontrolltieren. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass der SR-BI an dem Tag stärker exprimiert war, an dem eine 
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adäquate Corticosteron-Produktion vorhanden war. Da aber zu keiner Zeit signifikante 
Unterschiede sowohl zwischen arthritischen und Kontrolltieren als auch im Arthritisverlauf 
nachweisbar waren, liegt auch hier die Vermutung nahe, dass kein Defekt in der CE-
Aufnahme in adrenokortikale Zellen während der CIA existiert. Das Problem der 
Nebenniereninsuffizienz scheint innerhalb der adrenokortikalen Steroidogenese selbst zu 
liegen. 
So könnte ein Grund für die inadequate Corticosteron-Produktion während der chronischen 
Phase der CIA der hemmende Einfluss von TNF auf die Steroidogenese sein. Denn TNF 
ist in der Lage, eine ganze Reihe der Enzyme zu hemmen, die unerlässlich für die Synthese 
des Corticosterons sind (1.2.1) (112;164). Außerdem wurde gezeigt, dass eine TNF-
Neutralisierung zu einer Verbesserung der HHN-Achsen-Aktivität in Relation zur 
proinflammatrischen Situation bei RA führte (226). 
In einer weiteren Studie wurde der Effekt von IL-10 auf die Steroidogenese untersucht 
(130). Interessanterweise hatten IL-10-Knockout Mäuse sowohl unter basalen 
Bedingungen als auch nach Immunstimulation erhöhte Corticosteron-Level im Vergleich 
zu Wildtyp-Mäusen. Außerdem war IL-10 in der Lage einige für die Steroidogenese 
bedeutende Enzyme zu inhibieren, so dass auch IL-10 zur Nebenniereninsuffizienz bei 
Arthritis beitragen könnte. 
Zusammengenommen scheint es, dass hauptsächlich Zytokine die verantwortlichen 
Faktoren für die Nebenniereninsuffizienz sind. Aber auch die Immunzellinfiltration in die 
Nebenniere könnte ein wichtiger zusätzlicher proinflammatorischer Stimulus sein, da 
gezeigt wurde, dass es nach einer Immunstimulation zu starken Veränderungen der 
Immunzellen in der Nebenniere hinsichtlich ihrer Morphologie, Häufigkeit und Verteilung 
kommt (77). 
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6 Zusammenfassung 
 
Studien der letzten Jahrzehnte haben gezeigt, dass psychosozialer Stress den Ausbruch und 
Verlauf verschiedener inflammatorischer Erkrankungen wie RA modulieren kann. Es gibt 
aber nur sehr wenige Studien, die den Einfluss von chronischem sozialem Stress auf den 
Arthritisverlauf untersucht haben. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde daher untersucht, 
welchen Einfluss chronischer psychosozialer Stress während der Arthritisauslösung auf die 
Suszeptibilität und den Arthritisverlauf hat, und welche endokrinen und immunologischen 
Veränderungen damit einhergehen. Es wurde gezeigt, dass psychosozialer Stress durch 
Dauerkonfrontation bei Wistar Ratten die Suszeptibilität für eine CIA reduzierte und 
außerdem zu einer verminderten Arthritisausprägung führte. Da die Corticosteron-
Konzentrationen im Verlauf der CIA nicht verändert waren, kann man davon ausgehen, 
dass andere Faktoren als Corticosteron bei der Stress-induzierten Verminderung des 
Arthritis-Schweregrades eine Rolle gespielt haben. Des Weiteren wurde gezeigt, dass 
chronischer psychosozialer Stress bei immunisierten Tieren zu einer erhöhten Zahl 
zirkulierender Granulozyten und Monozyten führte, wohingegen die Spiegel zytotoxischer 
T-Zellen und Th-Zellen bei gestressten Tieren geringer waren als bei nicht gestressten 
Tieren. So scheint es, dass die Stress-induzierte Hemmung der spezifischen Immunabwehr 
und Aktivierung der angeborenen Immunfunktion einen protektiven Einfluss auf die 
Entwicklung der CIA hat. Um die genauen Mechanismen der Auswirkungen von Stress auf 
die Arthritis besser zu verstehen, sind weitere Untersuchungen, die andere endokrine 
Parameter (SNS) oder auch das Verhalten mit einbeziehen, notwendig. 
 
Im zweiten Teil dieser Arbeit war es das Ziel herauszufinden, ob es im Verlauf einer 
experimentellen Arthritis zu Veränderungen zentraler Zytokine und Monamine kommt, 
und ob diese Veränderungen zur Chronifizierung der Arthritis beitragen. Denn aus der 
Literatur ist zwar bekannt, dass kurzfristige periphere Entzündungsreaktionen Zytokine 
und Neurotransmitter im ZNS induzieren, jedoch wenig ist bekannt über die 
Veränderungen zentraler Moleküle während chronisch inflammatorischer Krankheiten. Bei 
der RA kommt es zu Funktionseinschränkungen der HHN-Achse und des SNS, aber 
inwieweit zentrale Zytokine und monaminerge Neurotransmittersysteme an dieser 
pathologischen Situation beteiligt sind, ist nicht bekannt und sollte daher in dieser Arbeit 
untersucht werden. 
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So wurde gezeigt, dass die Corticosteron-Produktion im Verlauf der CIA trotz erhöhter 
Konzentrationen der Zytokine TNF und IFN-γ in der Peripherie inadäquat niedrig war. 
Zudem war eine Hyperaktivität des SNS, bei gleichzeitigem Nervenfaserverlust im 
Synovialgewebe zu beobachten. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass es ähnlich wie in der 
chronischen Phase der Arthritis bei RA Patienten auch im Verlauf der CIA zu einer 
Entkopplung des Immunsystems und der beiden Stressachsen kommt. Des Weiteren wurde 
in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass die Zytokine IL-1β und IL-6 im Verlauf einer 
peripheren chronischen Erkrankung im Gehirn induziert wurden. So wurde in der 
asymptomatischen Phase der CIA eine verstärkte Expression von IL-1β und IL-6 im 
Hypothalamus festgestellt, was jedoch nicht in einer HHN-Achsen-Aktivierung resultierte. 
Außerdem war in der symptomatischen Phase der CIA eine erhöhte Produktion von 
Noradrenalin und Serotonin im Hypothalamus nachweisbar. Jedoch hat eine zentrale 
Ausschaltung noradrenerger Neuronen in der symptomatischen Phase der CIA keine 
Auswirkungen auf den Arthritisverlauf gezeigt. Aber eine zentrale Sympatektomie 14 Tage 
vor der Arthritisinduktion führte zu einer Verbesserung der Arthritis innerhalb eines 
kleinen Zeitfensters, was auf einen proinflammatorischen Einfluss des zentralen 
Noradrenalins in der frühen Phase der CIA schließen lässt. Die Depletion serotoninerger 
Neuronen 14 Tage vor Arthritisinduktion führte ebenfalls zu einem niedrigeren Arthritis-
Score, was auf einen negativen Einfluss von zentralem Serotonin auf die CIA hinweist. 
Schließlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die positive Korrelation zwischen 
IL-1β und Noradrenalin im Hypothalamus, die bei gesunden Tieren beobachtet wurde, im 
Verlauf der CIA verloren ging. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass es im Verlauf der CIA zu einer Entkopplung zwischen dem 
Immunsystem, dem Gehirn und den beiden efferenten neuroendokrinen Achsen kommt. 
 
Im dritten und letzten Teil dieser Arbeit war es das Ziel, Mechanismen der 
Nebenniereninsuffizienz zu charakterisieren. Die Vermutung war, dass möglicherweise 
eine Störung der Cholesterin-Speicherung in die Nebenniere oder eine Störung der 
Cholesterinaufnahme in adrenokortikale Zellen zur Nebenniereninsuffizienz beitragen 
könnte. Allerdings konnten zu keinem Zeitpunkt während der CIA inadäquat niedrige 
Cholesterin-Mengen oder eine inadäquat niedrige Expression des SR-BI in der 
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Nebennierenrinde nachgewiesen werden, so dass kein Defekt in der Cholesterin-
Speicherung bzw. der Cholesterin-Aufnahme vorzuliegen scheint. Das Problem der 
Nebenniereninsuffizienz bei RA bzw. CIA scheint vielmehr innerhalb der adrenokortikalen 
Steroidogenese selbst zu liegen. 
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